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RESUMO

As doencas negligenciadas atingem milhdes de pessoas em todo o mundo. Dentre
essas estdo a Doenca de Chagas e a Leishmaniose. A Doenca de Chagas € causada
por um protozoario, o Trypanosoma cruzi e sua principal forma de transmisséo é
através das fezes do inseto comumente conhecido como barbeiro. A Leishmaniose
pode ser causada por mais de 20 tipos de parasitas do género Leishmania e existem
3 tipos da doenca, Leishmaniose Cutanea, Leishmaniose Cutaneo-Mucosa ou
Tegumentar e Leishmaniose Visceral. Para o tratamento destas doencas inUmeros
problemas existem, como a grande quantidade de efeitos colaterais, baixa atividade
na fase cronica da doenca, via de administracao e aparecimento de cepas resistentes.
A literatura descreve bons resultados bioldgicos dos nucleos 2-isoxazolina,
imidazo[1,2-a]-pirazina, tiazolidina-2,4-diona, tiazolidinona e tiossemicarbazona com
inUmeras atividades biolégicas importantes, incluindo a atividade antiparasitaria.
Diante desses resultados foram obtidas, através da hibridizacdo molecular, duas
séries de novas moléculas hibridas, 2-isoxazolina azabiciclica/tiazolidina-2,4-diona e
a série 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiossemicarbazona/  5,6,7,8-
tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidinona e 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazinaltiazolidina-2,4-diona. O nudcleo central da série 2-isoxazolina azabiciclica foi
sintetizado a partir da cicloadicdo 1,3-dipolar entre enamidas endociclicas e o Oxido
de Carboetdxiformonitrila (CEFNO). Os ésteres isoxazolinicos foram obtidos e em
seguida foram reduzidos aos respectivos alcoois pelo NaBH4 e entdo a partir desses
foram sintetizados os aldeidos isoxazolinicos através da oxidacdo de Swern.
Paralelamente, a tiazolidina-2,4-diona foi sintetizada, assim como seus derivados.
Para a obtencdo das moléculas hibridas finais, foi feita uma condensacdo de
Knoevenagel entre os aldeidos isoxazolinicos e as tiazolidinas-2,4-dionas. O nucleo
central da série 5,6,78-tetrahidroimidazo[l,2-a]pirazina foi sintetizado tendo a 2-
aminopirazina como material de partida. Essa série deve modelizacdo nas posi¢oes 2
e 3 do nucleo central. De forma similar a série 2-isoxazolina, um éster foi obtido e
entdo ele foi reduzido ao respectivo alcool que entdo foi oxidado pelo MnO2 ao
respectivo aldeido. A partir desses aldeidos, diferentes reacdes foram realizadas para
obter os derivados hibridos da série. Todas as moléculas finais obtidas foram
caracterizadas por métodos espectrométricos (RMN de 'H e 3C, IV-ATR e massas) e
tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas. As duas séries de
moléculas tiveram a atividade antiparasitaria determinada frente aos parasitas
Trypanossoma cruzi, Leishmania amazonensis, Leishmania infantum e Leishmania
major, assim como, a citotoxicidade delas foi determinada em macrofagos e em
células HelLa. As moléculas da série 2-isoxazolina azabiciclica apresentaram atividade
anti-Leishmania para ambas as espécies testadas, sendo mais efetivas contra a L.
major. As moléculas da série 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l,2-a]pirazina néo se
apresentaram ativas para nenhuma das espécies de Leishmania testadas. Algumas
moléculas de ambas as séries apresentaram resultados promissores frente as formas
evolutivas do parasita T. cruzi. A maioria das moléculas foram inativas ou com ICso
superior ao benznidazol sob a forma amastigota.

Palavras chaves: 2-isoxazolina. imidazo[1,2-a]pirazina. Trypanossoma cruzi.
Leishmaniose. Tiazolidina-2,4-diona.



ABSTRACT

Neglected diseases reach millions of people around the world. Among these are
Chagas disease and Leishmaniasis. Chagas disease is caused by a protozoan, the
Trypanosoma cruzi and its main form of transmission is through the faeces of the insect
commonly known as barber. Leishmaniasis can be caused by more than 20 types of
parasites of the genus Leishmania and there are 3 types of the disease, Cutaneous
Leishmaniasis, Cutaneous-Mucous or Tegumentary Leishmaniasis, and Visceral
Leishmaniasis. For the treatment of these diseases numerous problems exist, such as
the large amount of side effects, low activity in the chronic phase of the disease, route
of administration and appearance of resistant strains. The literature describes good
biological results of 2-isoxazoline, imidazo[1,2-a]pyrazine, thiazolidine-2,4-dione,
thiazolidinone and thiosemicarbazone nuclei with numerous important biological
activities, including antiparasitic activity. In view of these results two series of novel
hybrid molecules, 2-isoxazoline azabicyclic / thiazolidine-2,4-dione and the 5,6,7,8-
tetrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiosemicarbazone, 5,6,7,8-tetrahydroimidazol[1,2-
apyrazine / thiazolidinone and 5,6,7,8-tetrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidine-
2,4-dione series were obtained through molecular hybridization. The central nucleus
of the azabicyclic 2-isoxazoline series was synthesized from 1,3-dipolar cycloaddition
between encyclic endocyclic enamides and Carboethoxiformonitrile Oxide (CEFNO).
The isoxazoline esters were obtained and then reduced to the respective alcohols by
NaBH4 and from these the isoxazoline aldehydes were synthesized by the Swern
oxidation. In parallel, the thiazolidine-2,4-dione was synthesized, as well as its
derivatives. To obtain the final hybrid molecules, Knoevenagel was condensed
between the isoxazoline aldehydes and the thiazolidines-2,4-diones. The central
nucleus of the 5,6,78-tetrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine series was synthesized having
the 2-aminopyrazine as the starting material. This series should model in positions 2
and 3 of the central nucleus. In a manner similar to the 2-isoxazoline series, an ester
was obtained and then it was reduced to the respective alcohol which was then
oxidized by MnO:2 to the respective aldehyde. From these aldehydes, different
reactions were performed to obtain the hybrid derivatives of the series. All the final
molecules obtained were characterized by spectrophotometric methods (*H and 3C
NMR, IR-ATR and masses) and had their physicochemical characteristics determined.
The two series of molecules had the antiparasitic activity determined against the
parasites Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis, Leishmania infantum and
Leishmania major, as well as, their cytotoxicity was determined in macrophages and
HelLa cells. The molecules of the azabicyclic 2-isoxazoline series showed anti-
Leishmania activity for both species tested, being more effective against L. major. The
molecules of the series 5,6,7,8-tetrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine were not active for
any of the Leishmania species tested. Some molecules from both series showed
promising results in view of the evolutionary forms of the parasite T. cruzi. The majority
of the molecules being inactive or with an ICso higher than benzinidazole in amastigote
form.

Key words: 2-isoxazoline. imidazo[1,2-a]pyrazine. Trypanosoma cruzi. Leishmaniasis.
Thiazolidine-2,4-dione.



RESUME

Les maladies négligées touchent des millions de personnes dans le monde. Parmi
ceux-ci figurent la maladie de Chagas et la leishmaniose. La maladie de Chagas est
causée par un protozoaire, le Trypanosoma cruzi, et sa principale forme de
transmission se fait par les matieres fécales de l'insecte, communément appelé
coiffeur. La leishmaniose peut étre causée par plus de 20 types de parasites du genre
Leishmania et il en existe 3 types, la leishmaniose cutanée, la leishmaniose cutanée-
muqueuse ou tégumentaire et la leishmaniose viscérale. Pour le traitement de ces
maladies, il existe de nombreux problemes, tels que la quantité d'effets secondaires,
la faible activité dans la phase chronique de la maladie, la voie d'administration et
I'apparition de souches résistantes. La littérature décrit de bons résultats biologiques
pour les noyaux de 2-isoxazoline, d’'imidazo[1,2-a]pyrazine, de thiazolidine-2,4-dione,
de thiazolidinone et de thiosemicarbazone, y compris une activité antiparasitaire. Au
vu de ces résultats, deux séries de nouvelles molécules hybrides, la 2-isoxazoline
azabicyclique / thiazolidine-2,4-dione et la série 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[l,2-
alpyrazine |/ thiosemicarbazone, 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine /
thiazolidinone et 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidine-2,4-dione ont
été obtenues par hybridation moléculaire. Le noyau central de la série azabicyclique
2-isoxazoline a été synthétisé a partir de la cycloaddition 1,3-dipolaire entre les
énamides endocycliques encycliques et I'oxyde de carboéthoxiformonitrile (CEFNO).
Les esters d'isoxazoline ont été obtenus et ensuite réduits en alcools respectifs par
NaBH4 et a partir de ceux-ci, les isoxazoline aldéhydes ont été synthétisés par
oxydation de Swern. En paralléle, la thiazolidine-2,4-dione a été synthétisée, ainsi que
ses dérivés. Pour obtenir les molécules hybrides finales, Knoevenagel a été condensé
entre les isoxazoline aldéhydes et les thiazolidines-2,4-diones. Le noyau central de la
série 5,6,78-tétrahydroimidazo[l,2-a]pyrazine a été synthétisé avec la 2-
aminopyrazine comme matiére de départ. Cette série devrait modéliser les positions 2
et 3 du noyau central. D'une maniere similaire a la série 2-isoxazoline, un ester a été
obtenu puis il a été réduit en alcool respectif qui a ensuite été oxydé par MnO:z en
aldéhyde respectif. A partir de ces aldéhydes, différentes réactions ont été réalisées
pour obtenir les dérivés hybrides de la série. Toutes les molécules finales obtenues
ont été caractérisées par des méthodes spectrophotométriqgues (RMN H et 13C, IR-
ATR et masses) et leurs caractéristiques physico-chimiques ont été déterminées. Les
deux séries de molécules avaient l'activité antiparasitaire déterminée contre les
parasites Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis, Leishmania infantum et
Leishmania major, ainsi que leur cytotoxicité a été déterminée dans les macrophages
et les cellules HelLa. Les molécules de la série azabicyclique 2-isoxazoline ont montré
une activité anti-Leishmania pour les especes testées, étant plus efficaces contre L.
major. Les molécules de la série 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine n'étaient
actives pour aucune des espéeces de Leishmania testées. Certaines molécules des
deux séries ont montré des résultats prometteurs au vu des formes évolutives du
parasite T. cruzi. La majorit¢é des moléculues étant inactive ou avec une ICso
supérieure au benzinidazole sous les formes amastigote.

Mots clés: 2-isoxazoline. imidazo[1,2-a]pyrazine. Trypanosoma cruzi. Leishmaniose.
Thiazolidine-2,4-dione.
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1. INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) sé@o constituidas por um grupo de
doencas que possuem maior prevaléncia em paises tropicais ou subtropicais e estao
presentes predominantemente na populagéo mais pobre, que ndo possui saneamento
bésico adequado e est4 em contato com vetores. Segundo a Organiza¢do Mundial de
Saude (OMS) atualmente mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo estdo
afetadas por alguma destas doencas, o que leva a um alto custo econémico (WORLD
HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2018a). A OMS classifica 17 doencas como DTN,
sendo estas causadas por parasitas que incluem virus, bactérias ou eucariotos; neste
altimo grupo fazem parte a Doenca de Chagas e a Leishmaniose, ambas causadas
por protozoarios da familia trypanossomatidae.

Em todo o mundo cerca de 8 milhBes de pessoas estdo infectadas pelo
Trypanossoma cruzi (agente causador da Doenca de Chagas) e a grande maioria das
pessoas infectadas estdo concentradas na América Latina, cerca de 10.000 pessoas
morrem por ano (WHO, 2016). Atualmente apenas dois farmacos sédo utilizados para
o tratamento desta parasitose, o benzinidazol e o nifurtimox. Quando se trata da
leishmaniose, doenca causada por parasitas do género Leisshmania spp, existem 3
tipos diferentes da enfermidade que podem ser causadas por espécies diferentes do
parasita. A epidemiologia desta doenca varia conforme o tipo de leishmaniose, assim
como o tratamento e a gravidade da infeccdo, sendo a leishmaniose visceral o tipo
mais grave (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2018b).

A doenca de Chagas e a Leishmaniose séo doencas graves e que devem possuir
tratamento adequado, assim como todas as doencas negligenciadas, porém, a
descoberta e o desenvolvimento de novas drogas sao extremamente lentos. A
industria farmacéutica ndo se interessa por este tipo de pesquisa devido ao alto custo
e baixo incentivo financeiro (GARCIA-SALCEDO et al., 2016). Além disso, um grande
problema quando se trata do tratamento de doencas infecciosas € a resisténcia do
agente causador as drogas utilizadas, bem como o surgimento de efeitos colaterais
graves e ineficacia de tratamento em todas as fases da doenca. E de extrema
importancia o desenvolvimento de novas drogas para o0 tratamento destas

enfermidades.
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O desenvolvimento de novas drogas biologicamente ativas pode ser realizado
através da utilizacdo de varios métodos. A Quimica Medicinal dispbe de varias
metodologias para a criacdo de novas moléculas biologicamente ativas, dentre elas a
Hibridizagcdo Molecular. Este método consiste na unido de grupos farmacoféricos
diferentes, com propriedades farmacologicas distintas ou nédo, a fim de obter novas
moléculas hibridas (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007). A otimizacéo da atividade biologica
e de outras caracteristicas farmacoldgicas podem ser verificadas, incluindo um efeito
farmacoldgico diferente do apresentado originalmente.

Tendo em vista a grande importancia relatada na literatura dos nudcleos 2-
isoxazolinas e 2,4-tiazolidinadionas, como atividade antitumoral (KAMAL et al., 2012;
PRAJAPTI et al., 2015; REGO et al., 2014), antimicrobiana (MANDAWAD et al., 2014;
NIKAM et al., 2015), antichagésica (DE MENEZES et al., 2016), antileishmania (LEITE
et al., 2016), antidiabética (MISHRA; SACHAN; CHAWLA, 2015), entre outras; bem
como resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa e expertise, este trabalho tem
como um dos objetivos a sintese de novas moléculas, utilizando hibridizacao
molecular dos ndcleos relatados (Figura 01), com atividade antichagasica e
antileishmania.

A segunda parte deste grande trabalho é a sintese de novas moléculas hibridas
com 0s nudcleos imidazo[l1,2-a]pirazina, tiossemicarbazona, tiazolidina-2,4-diona e
tiazolidinona. Estes nlcleos apresentam na literatura atividade antiparasitaria, como
antileishmania (LEITE et al., 2016; MARCHAND et al., 2015) e antichagasica
(MOREIRA et al, 2014, MORENO-RODRIGUEZ et al., 2014), entre
outras(MARHADOUR et al.,, 2012). Diante disto, os testes bioldégicos das novas
moléculas hibridas (Figura 01) também seréo realizados contra os parasitas T. cruzi

e Leishmania spp.

N RN
d ke
Figura 01. Moléculas hibridas contendo os nucleos 2-isoxazolina aza-biciclica (verde), tiazolidina-2,4-
diona (azul), imidazo[1,2-a]pirazina (vermelho), tiosemicarbazina (rosa) e tiazolidinona (laranja).
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2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. DOENCA DE CHAGAS

2.1.1. Historico da doenca

A tripanossomiase amaricana, mais conhecida como doenca de Chagas, foi
descoberta em 1907 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas quando viajou para o
estado de Minas Gerais com 0 objetivo de combater a malaria entre alguns
trabalhadores. Ele descobriu o parasita responsavel pela doenca, o Trypanosoma
cruzi, em insetos que se proliferavam nas casas de pau-a-pique e se alimentavam do
sangue de seus habitantes. O nome do protozoario foi dado por Carlos Chagas em
homenagem a Oswaldo Cruz e, em 1909, o homenageado informou oficialmente a
descoberta da doenca a Academia Nacional de Medicina. (FUNDACAO OSWALDO
CRUZ, [s.d.]).

2.1.2. Epidemiologia

A Doenca de Chagas era uma doenca rural, presente inicialmente em animais
silvestres, mas, com mudancgas socioecondmicas, o éxodo rural, 0 desmatamento e a
urbanizacdo, o cenério foi sendo modificado e ao passar dos anos essa doenca
adquiriu um perfil epidemiol6gico mais urbano/peri-urbano e incide sobretudo na
populacdo mais pobre de determinada regiao.

O T. cruzi, segundo a OMS, infecta atualmente cerca de 8 milhdes de pessoas
em todo o mundo, sendo a América Latina a regido mais afetada. A mortalidade da
Doenca de Chagas chega a mais de 10 mil pessoas por ano. Nessa infec¢do ndo ha
predominancia de género, mas, as criancas sdo as mais atingidas quando se trata da
transmisséo vetorial domiciliar (WHO, 2018c).

Nos ultimos anos tem sido tratada com grande seriedade a presenca da Doenca
de Chagas fora da América Latina, de paises endémicos. Isto se da devido a
mobilidade populacional e principalmente a migracdo. No ano de 1970, por exemplo,
os Estados Unidos receberam uma grande quantidade de imigrantes latino-
americanos. Segundo o Centro de Controle de Doencas e Prevencéo (Centers for

Disease Control and Prevention — CDC) cerca de 300 mil pessoas estéao infectadas
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pelo T. cruzi e a grande maioria dos infectados esta presente na sua populacao
imigrante. Neste pais casos raros de infeccao por este parasita acontecem devido a
transmissao pelo inseto vetor (CANTEY et al., 2012; SCHMUNIS, 2007). Normalmente
essa transmissdo acontece em casos de transfusdo sanguinea e de mée para filho,
na grande maioria dos paises nao-endémicos (Canada e alguns paises da Europa),

nao havendo transmisséo pelo inseto vetor (Figura 02).

0000
00000

Nimerode casosestimados  Status da transmissdovetorial '\‘J / 1
° <1000 [ Paises sem transmiss#o vetorial O L{“
" ® 1000-89999 [ Paises com transmissao vetorial acidental ’
@ 100 000-999.999 Bl Paises comtr 4o vetorialem

. »=1 000 000

[1 Casosndo estimados oficialmente

Figura 02. Distribuicdo dos casos de infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, com base em estimativas
oficiais e status de transmissao vetorial, no mundo, 2006-2009. Fonte: WHO — World Health
Organization. (Adaptado de: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/GlI

2.1.3. O parasita: Trypanosoma cruzi

O agente causador da Doenca de Chagas € um parasita flagelado da familia
Trypanasomatidae, o T. cruzi (Figura 03). Ele possui dois hospedeiros, um
invertebrado e um vertebrado, o homem. A principal espécie de hospedeiro
invertebrado é o Triatoma infestans (Figura 03). Esse inseto hematéfago também é
conhecido como Barbeiro, pois tem preferéncia em se alimentar na regido facial dos
seres humanos. Ele possui habitos domésticos quase estritos e esta presente em

varios paises da América do Sul.
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Figura 03. A. Tripanosoma cruzi (forma tripomastigota). B. Triatoma infestans (Barbeiro). (Adaptado
de: http://www.cdc.gov/parasites/chagas/index.html)

O T. cruzi é um parasito do tipo heteroxénico, precisa de dois hospedeiros para
completar seu ciclo evolutivo. Ocorre diferenciagdo celular durante as fases do ciclo
evolutivo, passando por 3 formas diferentes do parasito: tripomastigota, epimastigota
e amastigota. A forma infectante para o hospedeiro invertebrado é a tripomastigota e
para os seres humanos a tripomastigota metaciclica. A primeira é oriunda do homem
e a segunda do inseto. A Figura 04 demonstra o ciclo evolutivo do T. cruzi e todas as

suas formas evolutivas.
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Figura 04. Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi. (Adaptado de:
http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html)
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2.1.4. Fases, mecanismos de transmisséo e prevencao

A doenca passa por trés fases distintas: aguda, indeterminada e cronica. A fase
aguda que é a fase inicial da doenca, € caracterizada pela presenca de poucos
sintomas como febre, hepato-esplenomegalia e, dependendo de onde se localiza a
porta de entrada do parasita, podem aparecer o chagoma, edema causado pela
inflamagé&o oriunda da picada do inseto trasmissor, ou o sinal de Romafa, edema
ocular bipalpebral unilateral causado quando a porta de entrada dos parasitas é a
conjuntiva ocular. A fase indeterminada é assintomatica e depende de varios fatores,
como a viruléncia do parasita e susceptibilidade do individuo afetado (FUNDACAO
OSWALDO CRUZ, [s.d.]; RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012). A fase
cronica é caraceterizada por complexo comprometimento cardiaco, aumento do
volume do coracdo e de érgdos do aparelho digestivo. Nesse estagio, o paciente
precisa de bastante atencdo médica e também € nesta fase que os atuais farmacos
antichagésicos, benzinidazol e nifurtimox sdo menos ativos (WHO, 2018d).

A principal forma de transmissdo da Doenca de Chagas € a transmissao vetorial,
através das fezes contaminadas do inseto transmissor, o T. infestans, quando entram
em contato com a pele lesada ou mucosas. Também sédo consideradas formas de
transmissao ndo menos relevantes, a transfusdo sanguinea, a transmissao vertical ou
congénita, a transmissao oral (através de alimentos contaminados), pelo transplante
de 6rgédos e acidentes laboratoriais (WHO, 2018e).

O combate ao mosquito vetor € a principal forma de prevencdo da Doenca de
Chagas. O uso de inseticidas, telas protetoras e o melhoramento das condi¢des de
habitacdo sdo exemplos de medidas protetivas. Aumento no controle biolégico de
triagem sanguinea, na doacao de 6rgaos, nas técnicas de biosseguranca laboratoriais

sao outros exemplos de prevencgao da doenca.

2.1.5. Tratamento para a Doenca de Chagas

Apenas dois farmacos antichagasicos sado efetivamente utilizados na medicina
para o tratamento desta doenca, o benzinidazol 1 e o nifurtimox 2 (Figura 05). Ambas
sao substancias nitro-heterociclicas, sendo a primeira um derivado nitro-imidazol e a
segunda um derivado nitro-furano. Eles apresentam significativa atividade

antichagasica na fase aguda da doenca com uma cura parasitoloégica de 60-80%
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(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; VIOTTI et al., 2014). Entretanto, a alta toxicidade
e a grande quantidade de efeitos colaterais presentes quando da utilizacdo desses
medicamentos, bem como a presenca de parasitas resistentes, trazem a tona a
grande necessidade do desenvolvimento de novas substéncias antichagasicas
(TESTON et al., 2013).

2
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Figura 05. Benzinidazol 1 e Nifurtimox 2, farmacos antichagasicos.
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A acado desses nitroderivados é devido a formacdo de compostos toxicos no
interior das células pela reducédo enzimatica do grupo nitro, que resulta em radicais
livres, aumentando o estresse oxidativo da célula e levando eventualmente a morte
do parasita (BERMUDEZ et al., 2016). As nitroredutases sdo enzimas que estao
envolvidas neste processo e podem ser de dois tipos, sendo diferenciadas pela
sensibilidade ao oxigénio. A. Tipo | é insensivel ao oxigénio e proporcionam reducdes
envolvendo dois elétrons; a Tipo Il é sensivel ao oxigénio e as reducdes nas quais ela
participa envolve apenas um elétron (SCARIM et al., 2018). A presenca de cepas de
T. cruzi resistentes ao benzinidazol e nifurtimox levam a necessidade da busca de
novas substancias antichagasicas com outro mecanismo de a¢édo, como por exemplo
os inibidores da sintese do ergosterol, inibidores da topoisomerase tipo 1, inibidores
da cruzaina, inibidores da anidrase carb6nica, entre outros (BERMUDEZ et al., 2016;
DE MENEZES et al., 2016; PAN et al., 2013; SCARIM et al., 2018).

2.2. LEISHMANIOSE
2.2.1. A doencga e epidemiologia

A leismaniose € uma doenca parasitaria considerada pela OMS como uma
Doenca Tropical Negligenciada (DTN), fazendo, assim, parte de um grupo de 17

doencas caracterizadas desta forma. O agente etioldgico desta doenca € o parasita
flagelado do género Leishmania que, possui mais de 20 espécies infectantes para o
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ser humano e é transmitida pela picada do mosquito fleb6tomo . Essa doenca pode
se apresentar de trés maneiras diferentes: leishmaniose cutanea (LC), cutaneo muco-
cutanea ou tegumentar (LMC ou LT) e leishmaniose viceral ou calazar (LV) (WHO,
2018f).

Ainda de acordo com a OMS, 97 paises e territdrios em todo o mundo séo
considerados endémicos para essa doenca. No ano de 2018, 50 paises foram
considerados endémicos para a LV e 52 paises para a LC. Anualmente o numero de
novos casos varia de 0,7 a 1 milh&o e os dados sobre a mortalidade varia de 20 a 30
mil mortes por ano (WHO, 2018f). As condicbes socioecondmicas, a desnutricdo, a
mobilidade populacional, mudancas ambientais e do clima s&o fatores de rico que

influenciam diretamente a situacéo epidemiol6gica mundial da doenca.

2.2.2. Leishmaniose cutéanea (LC)

Considerado o tipo mais comum da doencga, a Leishmaniose Cutanea pode ser
causada por varias espécies de Leishmania. No novo mundo as espécies que causam
LC mais comumente, por serem endémicas na regido, sdo Leishmania amazonensis,
Leishmania mexicana, Leishmania chagasi, Leishmania naiffi, Leishmania braziliensis
e Leishmania guyanensis. Quando se trata das especies causadores de LC no velho
mundo as mais comuns sdo Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania
infantum (DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). Essa doenca € antropondtica ou
zoondtica, ou seja, nao atinge apenas o0 ser humano, também outros animais; sendo
0s animais domésticos aqueles que, quando infectados, mais oferecem risco a
disseminacéao da doenca (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A LC é uma doenca trasmitida principalmente pela picada do mosquito
fleb6tomo, local onde a lesédo se inicia. A LC pode variar conforme a espécie do
parasita, fatores genéticos do hospedeiro e extensdo da resposta imune. Inicialmente
a lesdo se apresenta como uma papulaindolor, que progride para uma lesdo ulcerativa
(Figura 06). Elas podem ser disseminadas pelo corpo e apresentar também gravidade
variavel (PACE, 2014). Para a cura sdo necessarios de meses a anos de tratamento,
podendo deixar cicatrizes e alteragdes na pigmentacdo da pele (HANDLER et al.,
2015).
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Figura 06. Leséo ulcerativa de Leishmaniose cutédnea. Fonte: (HANDLER et al., 2015)

A OMS estima que 95% dos casos de LC estdo presentes nas Americas, na
bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central. Esses dados podem ser
confirmados pela situacdo endémica da doenca no ano de 2016, presente na Figura
07. Cerca de 600 mil a um milhdo de novos casos da doencga ocorrem por ano. A
maioria dos casos de LC ocorrem no Afaganistédo, Brasil, Ird, Paquistdo, Peru, Arabia
Saudita e Siria (WHO, 2018f).

Paises com dados
relatados de LC
Turquia- 1089
Brasil- 222
Jordénia- 155
Franga-74
Libano- 58
Colémbia-25
Reino Unido- 17
Suriname - 14
Grécia- 12
Egito- 6
Marrocos- 5
México - 3

Qatar- 3
Ucrénia- 4
Bulgéria- 3
Arménia- 1
Bangladesh-1
Paraguai- 1

o | Roménia-1
FederacdoRussa-1

Numero de novos casos
de LC relatados, 2016

. 5000
8 roso-4900 Nenhum caso autdctone relatado
= 100-999 = &
i = <100 [ Semdados /
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Figura 07. Situacdo endémica mundial da Leishmaniose cutanea em 2016. Adaptado de: OMS

2.2.3. Leishmaniose Muco-cutanea ou Tegumentar (LMC ou LT)

A LMC é causada principalmente pela Leishmania braziliensis, mas também
pelas espécies Leishmania panamensis, Leishmania guyanensis e Leishmania
amazonensis, entre outras. Nesse tipo de leishmaniose as regides mais afetadas séo
nariz, boca e garganta. Os sintomas sdo inicialmente inespecificos, como uma
resposta inflamatéria local, ocasionando dificuldades para um dignéstico precoce mas,
com o avanco da doenca, a Ulcera se forma lentamente. A Figura 08 mostra um
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paciente com LCM apresentando uma Ulcera necrotica situada na narina direita e labio
superior causada pela LMC. Segundo a OMS, 90% dos casos de LMC estdo presentes
na Bolivia, Brasil, Etiépia e Peri (CROVETTO-MARTINEZ et al., 2015; GOTO;
LAULETTA LINDOSO, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2019a).

Figura 08. Paciente com lesédo ulcerativa necrética, causada pela leishmaniose muco-cutanea,
situada na narina direita e labio superior. Fonte: (CROVETTO-MARTINEZ et al., 2015)

2.2.4. Leishmaniose Viceral (LV) ou Calazar

A Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar é o tipo mais grave de leishmaniose,
podendo causar 95% de morte em pacientes nédo tratados. Ela afeta 6rgaos internos
como figado, baco e medula-6ssea e, pode ser desenvonvida meses ou anos apoés a
picada do mosquito vetor (PREVENTION, 2018). Os sintomas mais comuns dessa
doenca sdo anemia, caguexia progressiva, febre, hepatomegalia (aumento do figado),
esplenomegalia (aumento do baco), diarréia, dentre outros e, também afeta o sistema
imune do hospedeiro definitivo. A Figura 09 retrata um paciente com LV que apresenta
grande aumento do baco. As espécies causadoras dessa doenca sao a Leishmania
donovani e Leishmania infantum (Leishmania chagasi na América do Sul) (PACE,
2014; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012).

Figura 09. Paciente com leishmaniose visceral que ébresenta grande esplenomegalia. Fonte: (VAN
GRIENSVEN; DIRO, 2012)
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A OMS relata que em 2015, 90% dos novos casos hotificados da LV ocorreram
no Brasil, Etidpia, India, Quénia, Somalia, Sudo do Sul e Suddo (Figura 10). Cerca
de 50 mil a 90 mil novos casos da doenca séo reportados por ano (WHO, 2019b). Os
surtos da doencga podem ocorrer por motivos migratorios e perturbacdo do habitat do
mosquito vetor (desmatamento, por exemplo). Ainda ha um grande problema quando
se trata de individuos portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA),
pois em areas de grande incidéncia dessa doenca, foi verificada uma contribuicdo
correlacionada com o aparecimento de novos casos de LV (VAN GRIENSVEN; DIRO,
2012).

Paises com dados
relatados de LV
Uganda- 58

Franca - 16
Turquia- 14
Nepal-10

Etiopia- 9

Brasil-4

Gedrgia-4
Grécia-2
FederacdoRussa-2
Roménia-1

Namero de novos casos
de LV relatados, 2016
. -1000

B 500-999
mm  100-499 I Nenhum caso autdctone relatado

) <100 [0 Semdados
0 [ ] Naoaplicavel
-

Figura 10. Situag&o endémica mundial da Leishmaniose viceral em 2016. Adaptado de: OMS

2.2.5. O parasita e seu ciclo de vida

O parasita Leishmania spp pertece a familia Trypanosomatidae, mesma familia
do Trypanossoma cruzi e portanto, possui um ciclo de vida semelhante. Esse parasita
possui apenas duas formas evolutivas, promastigota e amastigota. A primeira é a
forma infectante (flagelada) e a segunda é a forma intracelular (aflagelada),
respectivamente. O ciclo de vida do Leishmania spp, apresentado na Figura 11, possui
duas etapas, uma no hospedeiro vertebrado (ser humano ou animais) e outra no
hospedeiro intermediario. A transmissédo da doenga ocorre principalmente pela picada

do mosquito fleb6tomo, que injeta o parasita na forma promastigota. O parasita é
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entdo fagocitado por células do sistema imunoldgico do ser humano e dentro da célula
se diferencia na forma amastigota. Dentro das células os amastigotas se multiplicam
e invadem outras células (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; KAPIL; SINGH,;
SILAKARI, 2018; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012).
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Figura 11. Ciclo de vida do parasita Leishmania spp. Adaptado de: Central Disease Control (CDC).

2.2.6. Diagnostico e tratamento

O diagnéstico da leishmaniose pode ser feito por diagndstico clinico,
parasitolégico e imunoldgico. E de extrema importancia a visualizacdo do parasita
(amastigota) por microscopia, atraveés da analise de aspirados teciduais (Figura 12).
Outros testes também podem ser feitos para diagnostico desse tipo de leishmaniose,
como testes soroldgicos, como o Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimatica (ELISA) e
testes moleculares, como o teste da Proteina C Reativa (PCR)(GEORGIADOU;
MAKARITSIS; DALEKOS, 2015; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012).
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4 » -

Figura 12. Imagem de microscopia Optica da preparacdo de toque de uma sesao cutanea onde é
possivel visualizar a presenca de parasitas (forma amastigota) dentro de macréfagos. Adaptado de:
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Atualmente vérias drogas sédo utilizadas para o tratamento da leishmaniose. O
tipo de droga, a dosagem e uma possivel combinacdo de agentes leishmanicidas
podem variar de acordo com o tipo de infeccdo e a gravidade. Os principais
medicamentos utilizados sdo os complexos de antimonio, como o Glucantime ®, a
anfotericina B, a miltefosina, a paramomicina, entre outros (Figura 13) (JAIN; JAIN,
2013; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

HO

CH,
N
CH
OH HO  wo HO 0
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Anfotericina B O(O):C"b Paramomicina
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Figura 13. Estruturas quimicas de substancias utilizadas no tratamento da leishmaniose.

Entretanto, o atual tratamento da leishmaniose possui algumas limitagées como,
por exemplo a via de administracdo. Todos os medicamentos utilizados sédo de uso
parenteral, exceto a miltefosina, dificultado a adesdo ao tratamento correto. Além
disso, efeitos toxicos, longa duragdo de tratamento, custo e o surgimento de parasitas
resistentes levam a necessidade do surgimento de novas substancias (JAIN; JAIN,

2013; NO, 2016). Uma alternativa para obter farmacos menos toxicos, por exemplo, €
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o direcionamento de sintese de novos farmacos contra alvos especificos no parasita,

como a enzima pteridina redutase, entre outros.

2.3. ISOXAZOLINA

Sao chamados compostos heterociclicos aqueles que possuem em sua cadeia
ciclica ao menos um atomo diferente do carbono. As isoxazolinas séo representantes
destes tipos de compostos, pois possuem em sua constituicdo 5 atomos, sendo eles
carbonos, oxigénio e nitrogénio. Este ndcleo pertence ao grupo dos isoxazdis que,
pode possuir uma ou mais insaturacdes e a posicdo delas identifica que tipo de

heterociclo é apresentado. Dentre eles podemos destacar a 2-isoxazolina (Figura 14).

C\NH F/\NH F/\\N / >N C\NH

O o @) @) @)

Figura 14. Tipos de isoxazolinas: 4-isoxazolina, 3-isoxazolina, 2-isoxazolina (em destaque), isoxazol e
isoxazolidina, respectivamente.

2.3.1. A importancia das 2-isoxazolinas

Na literatura sdo encontrados inumeros relatos de moléculas contendo o nucleo
2-isoxazolina biologicamente ativas. Podem ser citadas diversas atividades como
anticancer (KHAZIR et al., 2013; SHI et al., 2012), antibacteriana (KIRAN KUMAR,;
UMA RAVI SANKAR; KIM, 2014; MANDAWAD et al., 2014), antimalaria (KALARIA;
SATASIA; RAVAL, 2014), Antagonista do acido glutamico (PINTO et al., 2011),
imunopotenciadora (ISMAIL et al., 2015), inseticida (WANG et al., 2012), antirretroviral
(ZHANG et al., 2012), anti-inflamatéria (GHIDINI et al., 2015), antinociceptiva (REIS
et al., 2011), anti-helmintica (MONDAL et al., 2012), antichagasica (DE MENEZES et
al., 2016), entre outras (DALLANOCE et al., 2012). A Figura 15 exemplifica algumas

moléculas biologicamente ativas que possuem o0 nucleo 2-isoxazolina.
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Figura 15. Exemplo de moléculas biologicamente ativas que contém o grupo 2-isoxazolina.

2.3.2. Sintese do nucleo 2-isoxazolina

O nulcleo 2-isoxazolina pode ser obtido por varios métodos. Um dos mais
utilizados é a reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar (BISWAS; KUMAR; DAS SARMA,
2013; KONDACS et al., 2015), também chamada de cicloadicdo [3+2]. Esse modelo
de sintese consiste na formacao de um heterociclo, chamado de cicloaduto, através

da reacao entre um dipolo e um dipolaréfilo (Esquema 01).

EtOOC
\ COOEt NN
+ I, /
N —_— (@]
N . N
A 0 P
=z
o~ R 0o~ R
Dipolarofilo Dipolo Cicloaduto

Esquema 01. Exemplo de reacéo de cicloadi¢céo 1,3-dipolar (DE ALMEIDA et al., 2009).

O mecanismo de reacao da cicloadicdo 1,3-dipolar pode ser explicado através
da teoria dos Orbitais Moleculares de Fronteira (FOM). A explicagdo se baseia na
interagc&o dos orbitais HOMO (Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia) e LUMO
(Orbital Molecular Nao-Ocupado de Menor Energia) do dipolo e do dipolaréfico. O fator

determinante € o menor gasto de energia para a formacéo do cicloaduto. Essa teoria
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também justifica a regioespecificidade e estereoespecificidade da cicloadicdo 1,3-
dipolar (ESS; HOUK, 2008; HOUK, 1975; KAMIMURA; HORI, 1994; ZHAO et al.,
2004).

Em 2015, Ismail e colaboradores sintetizaram uma molécula bis-heterociclica
contendo o nucleo 2-isoxazolina. O nucleo foi formado pela reagéo de cicloadicao 1,3-
dipolar entre oximas triazdlicas fenil substituidas 13 e acrilatos substituidos 14. A
molécula final 15 foi obtida com 6timos rendimentos e foram realizados estudos
imunolégicos in vitro (proliferacdo de linfdcitos) e in vivo (producéo de citocinas,
anticorpos, subtipos de células T, etc) para avaliar sua atividade imunomoduladora.

Resultados bastante promissores foram obtidos.

N _N
T e M
Rl\: A \NOH+ MO oR? O/
= 13

14

Esquema 02. Reacao de obtenc¢édo do nicleo 2-isoxazolina realizada por Ismail et al (2015). Dados: a)
NCS, DMF, t.a., 1h.

O nucleo 2-isoxazolina foi sintetizado por Piccionello e colaboradores, em 2013,
a partir de 1,2,4-oxadiazois, utilizando o Rearranjo de Boulton—Katritzky (BKR -
Boulton— Katritzky Rearrangement). Foram realizadas variagdes na base utilizada,
para averiguar a formacdo do produto pretendido e o rendimento obtido. Este foi o
primeiro relato na literatura da utilizacao de derivados 1,2,4-oxadiazois 16 originados
por este tipo de rearranjo para formar as respectivas 3-acilamino-isoxazolinas 17
(PALUMBO PICCIONELLO et al., 2013).

R /N 16 - O

Esquema 03. Representacao genérica da sintese de 3-acilamino-isoxazolinas 17 a partir de
1,2,4-oxadiazois 16 realizada por Piccionello et al em 2013.

As cetonas q,B-insaturadas e aldeidos podem dar origem ao nucleo 2-
isoxazolina a partir da hidroxilamina. Seguindo essa linha de sintese, Yang et al, em

2014, sintetizaram moléculas a partir de cetoximas a,B-insaturadas 18, originadas das
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respectivas cetonas por via radicalar, utilizando também o radical terc-butoxila (t-
BuO). O produto dessa reacao, a 2-isoxazolina, estda em uma forma radicalar 19 e é

substrato para a formacéo do produto final obtido 20 (YANG et al., 2014).

Esquema 04. Sintese de isoxazolinas fenantridinas funcionalizadas sintetizadas por Yang et al em
2014.

2.4. TIAZOLIDINA-2,4-DIONA

O ndcleo tiazolidina-2,4-diona € heteropentaciclico, assim como as 2-
isoxazolinas. Possuem bastante relevancia na literatura e na area de quimica
medicinal. Atualmente, varios medicamentos comercializados possuem em seu
farmaco o nucleo tiazolidina-2,4-diona, também conhecido como glitazona. Os
medicamentos antidiabéticos Avandia®, fabricado pelo laboratério farmacéutico
GlaxoSmithKline, que possui o farmaco Rosiglitasona 21 e o medicamento Actos®,
fabricado pelo laboratério Takeda, cujo farmaco € a Pioglitasona 22 (MOHAMMED
IQBAL et al., 2012; NASTASA et al., 2013) s&o alguns exemplos (Figura 16).
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0

Pioglitasona 22 (Actos®)

Figura 16. Nucleo tiazolidina-2,4-diona e os farmacos Rosiglitazona 21 e Pioglitazona 22.

Na literatura sao citadas iniumeras atividades bioldgicas de moléculas contendo

esse nucleo, como os derivados 5-Arilideno-2,4-tiazolidinadionas 23 (Figura 17)
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sintetizados por Nastasa e colaboradores (2013), que demonstraram atividades anti-

inflamatoria e antimicrobiana relevantes (NASTASA et al., 2013).

Figura 17. Representagéo geral dos derivados 5-Arilideno-2,4-tiazolidinadionas 23 sintetizados por
Nastasa et al em 2013.

2.4.1. Sintese de tiazolidina-2,4-dionas

Esse ndcleo € comumente sintetizado a partir da reacao aquosa da tiouréia 24
com o acido monocloroacético 25, em refuxo. Mishra, Sachan & Chawla, em 2015,
sintetizaram o nucleo tiazolidina-2,4-diona seguindo esse procedimento (Esquema
05). A partir dele varios derivados foram obtidos, como por exemplo o derivado 26,
contendo o nucleo cumarinico, que apresentam resultados promissores quanto as
atividades antidiabética, anti-inflamatéria e antioxidante (MISHRA; SACHAN;
CHAWLA, 2015).
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Esquema 05. Sintese de tiazolidina-2,4-dionas realizada por Mishra, Sachan & Chawla, em 2015.

O

Alegaon & Alagawadi, em 2012, sintetizaram 5-(metilenocarboxil)-2,4-
tiazolidinadionas 28 pela reacao da tiouréia 24 com o anidrido maléico 27 em meio
acido e aquecimento (Esquema 06). Posteriormente foram feitas condensa¢cdes com
tiadiazois e entdo o produto final 29 foi obtido (ALEGAON; ALAGAWADI, 2012).
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Esquema 06. Sintese do nucleo tiazolidina-2,4-diona realizada por Alegaon & Alagawadi, em 2012.

2.5. IMIDAZO[1,2-a]PIRAZINA

O ndcleo imidazo[l,2-a]pirazina € um importante heterobiciclo aromatico
formado pela unido do anel heterociclico nitrogenado pirazina com um ciclo imidazol
(Figura 24). Inameras moléculas sao relatas na literatura apresentando importantes
atividades bioldgicas, contendo esse nicleo como antiproliferativa (GARAMVOLGYI
et al., 2016), antileishmania (MARCHAND et al., 2015), inibidora da aurora quinase
(BELANGER et al., 2010), antibacteriana (SAYER et al., 2014), antiviral (HUANG et
al., 2015), inibicdo da polimerizacdo da tubulina (AN et al., 2016), antitrombdética
(CHEN et al., 2017) (Figura 18).
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Figura 18. Estrutura basica da imidazo[1,2-a]pirazina e moléculas descritas na literatura contendo
esse nucleo com atividade biolégica comprovada.
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2.5.1. Sintese da imidazo[1,2-a]pirazina

A sintese do nucleo imidazo[l1,2-a]pirazina ocorre geralmente a partir de dois
componentes, que podem ser a 2-aminopirazina 30 ou derivados dela com compostos
a-halocarbonilicos ou a,B-epoxicarbonilicos, ou ainda pela sintese a partir de 3
componentes, que podem ser a 2-aminopirazina 30 ou derivados dela com aldeidos e
isonitrila (GOEL; LUXAMI; PAUL, 2015).

Rao e colaboradores (2018) sintetizaram o novas moléculas 32 contendo o
ndcleo imidazo[1,2-a]pirazina a partir da reacdo de condensacdo da 2-aminopirazina
30 com bromo-acetofenonas substituidas 31 (Esquema 07) utilizando dgua como um
dos solventes da reacdo, partindo de principios da quimica verde, e radiacdo de
microondas. Este foi um novo procedimento de reacdo de heteroanulacdo sem
catalizador desenvolvido por este grupo de pesquisa. O mecanismo de reacao
(Esquema 07) também foi proposto e, possivelmente a reacdo ocorre através de uma
sequéncia de substituicdo bromo nucleofilica seguida de ciclizagéo intramolecular e

posterior eliminacdo de uma molécula de 4gua (RAO et al., 2018).

uchzagao /\f
troca do
préton
Esquema 07. Esquema da sintese de imidazo[1,2-a]pirazina e mecanismo proposto realizados por
Roe e claboradores (2018).

A sintese do nucleo imidazo[1,2-a]pirazina também pode ser realizada a partir

da condensacéo de trés componentes (BLACKBURN et al., 1998). Este tipo de reacéo
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€ bastante interessante, pois em uma Uunica etapa é possivel formar a molécula
desejada. Mckeown e colaboradores (2014) sintetizaram derivados imidazo[1,2-
alpirazina 35 utilizando como reagente a 2-aminopirazina 30, benzaldeidos
substituidos 33 e nitrilas substituidas 34. A reacdo (Esquema 08) se processou sob
radiacdo micro-ondas e triflato de escandio (Sc(OTf)3) foi utilizado como catalisador,
com rendimentos significativos (MCKEOWN et al., 2014).

CHO Sc(OTf
N/\(NHZ + + N Ll?’ NZ /N
bk R=NC (150 °C, 30 b“ y X
X X 34 min) AN
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33 3:1 CH,CI,/MeOH 35
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X= 0S0,C,F,, ou Br
R'=t-Bu

Esquema 08. Sintese de derivados imidazo[1,2-a]pirazina a partir de reacdo multicomponente
realizada por Mckeown e colaboradores (2014).

2.6. TIOSSEMICARBAZONAS E TIAZOLIDINONAS

As tiossemicarbazonas sdo compostos heterociclos de grande importancia, pois
possuem inumeras atividades biologicas relatadas na literatura. Sua sintese pode ser
realizada diretamente a partir da reacdo de aldeidos ou cetonas com
tiosemicarbazidas, sendo catalizada por acido em meio alcodlico e sob aquecimento,
como representado no Esquema 09 (DA SILVA SANTOS et al., 2017). A sintese
desses compostos pode formar uma mistura de isdmeros ou a prevaléncia de um
deles. A presenca de substituintes pode favorecer a formacdo de um isémero ou de
outro, como demonstraram os estudos realizados por Espindola e colaboradores, em
2015.

Tiossemicarbazida

Tiossemicarbazona

Aldeido

Esquema 09. Sintese geral de tiossemicarbazonas a partir da reacéo de aldeidos aromaticos e
tiossemicarbazida realizada por Da Silva Santos e colaboradores (2017). Funcéo tiossemicarbazona
destacada na molécula final.
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Silva Cunha, em 2009, desenvolveu uma nova metodologia de sintese
(Esquema 10) para novas tiossemicarbazonas 39, utilizando uma sO etapa para a
obtencado destas moléculas. A reacdo multicomponente ocorre pela mistura equimolar
do derivado benzaldeido 36, hidrazina 37 e fenilisotiocianato 38, sob refluxo em
metanol. Os rendimentos obtidos variaram de 25 a 98%. A sintese de
tiossemicarbazonas utilizando esses reagentes ja foi publicada anteriormente, mas
ocorria em duas etapas, sendo a primeira a obtengcao do derivado hidrazona, a partir
da reacdo de um aldeido com a hidrazina em seguida reacao do derivado hidrazona
obtido, com o isiotiocianato (CUNHA; SILVA, 2009).
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Esquema 10. Sintese multicomponente de tiossemicarbazonas realizada por Cunha Silva em 2009.

Tiazolidinonas sao importantes compostos heterociclicos que podem ser
sintetizados de algumas maneiras mas, uma das mais comuns € a partir da ciclizacéo
de tiossemicarbazonas com cloroacetato de etila em meio alcodlico com acetato de
sédio anidro. Kugcuikglzel e colaboradores, em 2006, sintetizaram 4-tiazolidinonas a
partir dessa metodologia sintética (Esquema 11). As moléculas desenvolvidas tiveram
sua atividade antiviral verificada. Neste estudo as tiossemicarbazidas 40 precursoras
demostraram maior atividade antiviral do que as respectivas 4-tiazolidinonas
41(KUCUKGUZEL et al., 2006).
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Esquema 11. Sintese de 4-tiazolidinonas a partir de tiossemicarbazonas com cloroacetato de etila e
acetato de sédio anidro em etanol realizada por Kiigiikgiizel e colaboradores (2006).
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3. CAPITULO 1 - SERIE 2-ISOXAZOLINA AZA-BICICLICA
3.1. OBJETIVOS
3.1.1. Objetivo geral

Sintetizar e avaliar a atividade tripanocida de novos derivados hibridos
tiazolidina-2,4-diona isoxazolinicos, bem como fazer o estudo de docking destas
moléculas.

3.1.2. Objetivos especificos

a- Sintese da série de novas isoxazolinas tiazolidinicas 56a-g e 57a-u, a partir da

reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar das enamidas endociclicas 45a-g.

b- Purificacdo e determinacdo de propriedades fisico-quimicas das novas moléculas
obtidas 56a-g e 57a-u.

c- Elucidacdo estrutural das novas moléculas 56a-q e 57a-u através de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (*H e 13C), no infra-vermelho e

espectrometria de massas.
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3.2. METODOLOGIA DA PARTE 1

O Esquema 12 representa a rota sintética dos aldeidos isoxazolinicos 52a-g,
intermediarios das sinteses das novas moléculas hibridas isoxazolinas/tiazolidina-2,4-

diona 56a-g e 57a-u. As enamidas endociclicas 45a-g sdo os materiais de partida

para a rota sintética. Elas foram obtidas a partir do trimero da 1-pirrolina 43, que sofre
destrimerizagdo em ultrassom. O trimero 43 é obtido pela oxidag&o da pirrolidina 42,
em meio basico, pelo perssulfato de sddio. Entdo, a cicloadi¢cdo 1,3-dipolar entre as
enamidas endociclicas 45a-g e o N-Oxido de nitrila (0xido de carboetoxiformonitrila —
CEFNO) 47a leva a obtencéo dos cicloadutos isoxazolinicos 48a-g que, apos reducéo
do grupamento éster em C3, com o0 NaBHa4 leva a formacgé&o dos respectivos alcoois
isoxazolinicos azabiciclicos 49a-g. Estes sofrem oxidacdo branda, através da reacéo
de Swern (MANCUSO; HUANG; SWERN, 1978) produzindo os respectivos aldeidos

isoxazolinicos azabiciclicos 52a-q correspondentes (REIS et al., 2011).

\
N
O/
o” |\_R1
4saq 52a-g N\~

Esquema 12. Sintese dos aldeidos isoxazolinicos 52a-g. Reagentes e condicdes: a)
Clorooxiimidoacetato de etila, TEA (anidra), THF (anidro), 30 min, t.a.; b) NaBH4, MeOH (anidro), 1
hora a 0 °C e depois 1 hora a t.a.; ¢) DMSO (anidro), cloreto de oxalila, TEA (anidra), 27 min, -70 °C.

A Ultima etapa da sintese das novas moléculas consiste na condensacdo da
tiazolidina-2,4-diona 53 assim como a condensacédo de derivados tiazolidinicos N-
substituidos 55a-g com os aldeidos isoxazolinicos azabiciclicos 52a-g (Esquema 13).
Essa reacdo é chamada de “Condensacdo de Knoevenagel’ e ocorre utilizando
acetato de sodio anidro como base, em &cido acético glacial como solvente
(NASTASA et al., 2013).
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Esquema 13. Rota sintética para obtencdo dos novos derivados isoxazolinicos/tiazolidina-2,4-diona

56a-g e 57a-u. Reagentes e condi¢Bes: AcONa anidro, AcOH glacial, 130 °C, 2horas.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Sintese do trimero da 1-pirrolina 43

Na,S,0, (aq)

AgNO; (aq)
f 5 NaOH (aq) f E Q
—»

2 |
H

O procedimento experimental de sintese do trimero 43 esta descrito no item
3.4.1. O trimero da 1-pirrolina 43 é formado pela oxidacao da pirrolidina 42, em meio
bésico, com perssulfato de sodio a 0°C. O nitrato de prata é utilizado como catalisador
(Nomura et al, 1977). Em nosso grupo de pesquisa, foi verificada a importancia da
agitacdo vigorosa do meio reacional. Ela € imprescindivel para obter bons
rendimentos.

A 1-pirrolina 42a é altamente reativa devido a ligacdo dupla polarizada e o par
de elétrons livres do atomo de nitrogénio. Isto também acarreta uma alta instabilidade,
por isso ocorre a formacao do trimero 43 (Figura 19). Essa estrutura mais estavel é
formada em temperatura ambiente, mas, ao fornecer energia térmica ao composto,
pode novamente ser obtida a 1-pirrolina 42a.

42a

ﬁ) -

= b

Figura 19. Trimerizacdo da 1-pirrolina 42a: formagéo do trimero 43 & temperatura ambiente.

Ig,

Foi verificado por nosso grupo de pesquisa (dados espectrométricos do item
3.4.1), assim como por Nomura et al (1977) e por Kraus & Neuenschwander (1981) a
instabilidade do trimero da 1-pirrolina 43. O trimero é sensivel ao aumento da
temperatura, bem como na presenca de acidos. Estas perturbacdes podem levar a
sua decomposicdo. Portanto, este produto ndo deve ser armazenado por longo
periodo (KRAUS; NEUENSCHWANDER, 1981; YUJIRO et al., 1977).
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3.3.2. Sintese das enamidas endociclicas 45a-gq

TEA, THF TEA THF |
+R
45 =

(R 4-Cl) 45e (R,;= 4-CH,)
b (R,= 4-F) 45t (R;=4-NO,)

45¢ (R 4-OMe) 459 (R;= 3-NO,)
45d (R,= 4-terc-butil)

N
N

.J>

-J>|-J>

A sintese das enamidas N-benzoil-substituidas 45a-g, ocorre em duas etapas.
Inicialmente uma solucéo do trimero da 1-pirrolina 43 (bruto) e TEA foi submetida a
sonicagdo e aquecimento por 30 minutos. Nessa fase ocorre a destrimerizagéo e
formacéo do monémero 1-pirrolina 42a. E importante a presenca da base, TEA, para
evitar possivel degradacdo do monémero. Foi verificado que o aumento do tempo
desta etapa néo levou a alteragdo do rendimento. Provavelmente a destrimerizacao
do trimero 43 atinge o equilibrio quimico com o monémero 42a.

A segunda etapa consiste na adicao lenta do cloreto de benzoila p-substituido
44, ainda sob sonicacdo e aquecimento. O final da reacéo foi verificado por CCD,
através da observacdo consumo total do cloreto de benzoila p-substituido 44 no
ultravioleta (UV).

A alta viscosidade do produto bruto, apés isolamento, gerou dificuldades na sua
purificagdo. Essa caracteristica € ocasionada pela presenca do cloreto de
trietilaménio, um subproduto. O sal ndo é completamente insolavel em THF. As
tentativas da completa remocéo desse subproduto ndo foram bem-sucedidas, pois
acarretaram na degradacdo da enamida 45a-g. Primeiramente foi testada a extracao
aquosa, mas, o carater anfotero da agua fez com que sua acao acida levasse a rapida
degradacéo do produto principal. A segunda alternativa foi a inducéo da precipitagao
do sal utilizando acetato de etila. A degradacdo da enamida 45a-g também foi

~

observada, entretanto, mais lentamente quando comparada a extragdo aquosa.
Acetato de etila previamente destilado foi utilizado para eliminar resquicios de acido

acético e outros contaminantes, mesmo assim ocorreu degradacéo da enamida.
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Anteriomente enamidas N-aril-substituidas 45a-g foram sintetizadas em nosso
grupo de pesquisa (Dos Santos, 2003) também em duas etapas, sendo a primeira
através da co-destilacdo do monémero da 1-pirrolina 42a em THF. O aquecimento
acarretava a destrimerizacdo e o0 mondmero co-destilava juntamente com o THF,
sendo recolhido a -78°C. Nesta temperatura, ndo havia energia suficiente para
degradacdo do mondmero 42a, ele permanecia estavel. A segunda etapa foi realizada
adicionando o cloreto de benzoila p-substituido 44 a solugdo do monémero 1-pirrolina
42a e TEA em refluxo.

Os rendimentos obtidos através das duas metodologias de sintese estdo
descritos na Tabela 01. Nado foi observada nenhuma mudanca drastica, mas, a
utilizacdo do trimero bruto 43 e a destrimerizacao promovida pelo ultrassom é um
grande avanco. Essa metodologia é inédita na literatura. Possivelmente a otimizagao
dessa nova forma de sintese das enamidas 45a-g esta no modo de purificacdo. A
revelacdo em camara de UV da CCD das reac¢fes brutas mostram a formacao de

praticamente apenas um produto, a respectiva enamida N-aril-substituida 45a-g.

Tabela 01. Rendimentos obtidos na sintese de enamida N-aril-substituidas 45a-g através do
ultrassom e através da co-destilacdo do trimero (Dos Santos, 2003).

Enamidas . .
N-aril-substituidas Rendimento Rendimento
45a-q (Ultrasom) | (Dos Santos, 2003)
45a: p-Cl 21 -
45b: p-F 24 20
45c: p-OMe 24 28
45d: p-terc-butil 27 50
45e: p-toluil 12 -
45f: p-NO2 16 24
45g9: m-NO2 9 16

Uma rota sintética alternativa a sintese das enamidas 45a-g pode ser realizada.
Em nosso grupo de pesquisa, além das enamidas, foram sintetizados enecarbamatos
a partir do trimero da 1-pirrolina 43, o rendimento obtido ficou entre 55-65%. Entretanto
a utilizacdo desta rota aumenta 0 numero de etapas para a obtencdo do éster
isoxazolinico N-acilado 48a-g, como mostrado no Esquema 14.
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Esquema 14. Rotas alternativas para a sintese do éster isoxazolinico. Rota vermelha: a sintese a
partir do enecarbamato possui 3 etapas. Rota azul: a sintese a partir das enamidas possui uma
etapa.

Para a escolha do procedimento da sintese das enamidas 45a-g, através da co-
destilacdo do trimero da 1-pirrolina 43 ou destrimerizacdo do trimero bruto via
ultrassom, os dois procedimentos foram testados, mas os rendimentos obtidos na
sintese pela co-destilacdo, tanto dos enecarbamatos como de enamidas, foi mais
baixo que os relatados por Dos Santos e Almeida et al. Provavelmente o problema
estd na co-destilacdo do mondmero 1-pirrolina 42a ndo sendo efetivo. Portanto, foi
escolhida a sintese das enamidas N-aril substituidas 45a-g como melhor forma para
a obtencdo mais rapida dos cicloadutos isoxazolinicos 48a-g, apesar dos baixos

rendimentos.

3.3.3. Sintese do clorooximidoacetato de etila 47: precursor do CEFNO 47a
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O clorooximidoacetato de etila 47 foi formado a partir da oxidacéo do cloridrato
de glicina esterificada 46 comercial, sendo utilizado nitrito de s6dio como agente
oxidante. Esta € uma oxidacdo em meio acido. A estabilidade de 47 propicia a
possibilidade de producdo em escala multi-gramas para armazenamento. Sua
purificacdo € realizada pela recristalizacdo em hexano. O rendimento obtido nesta
reacao foi de 39%.

Na reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar com as enamidas endociclicas 45, o éxido
de carboetoxiformonitrila 47a, CEFNO, é formado in situ a partir do

clorooximidoacetato de etila 47.

3.3.4. Sintese racémica do éster isoxazolinico 48a-g

COOEt
NN
/
CEFNO o
—_—
TEA, THF
o% X
1 1
——R
/

48a-q

A formacéo do nucleo isoxazolinico aza-biciclico, presente no cicloaduto 48a-g,
acontece nessa etapa de sintese. Ele é formado pela reacéo de cicloadi¢ao 1,3-dipolar
entre as enamidas endociclicas 45a-q e o 6xido de carboetoxiformonitrila (CEFNO)
47a, formado in situ pela reacéo do seu precursor, 0 clorooximidoacetato de etila 47 e
a base trietilamina.

Para a obtencdo do éster isoxazolinico 48a-g, uma solucdo do precursor
clorooximidoacetato de etila 47 foi adicionada lentamente sob uma solugédo da
respectiva enamida endociclica 45a-g e TEA, sob temperatura ambiente. A adicao
lenta do precursor do dipolo é de extrema importancia para diminuir a formacéao do
dimero do CEFNO 47b (Figura 20). Através do acompanhamento da reagdo de
cicloadicdo por CCD é possivel verificar a formagdo do dimero, isto leva ao
comprometimento do rendimento da reacdo. Por este motivo, tanto o precursor 47

guanto a TEA estdo em excesso no meio reacional.
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Figura 20. Dimeriza¢éo do CEFNO.

A sintese dos respectivos cicloadutos isoxazolinicos 48a-g aconteceu como
previsto em trabalhos prévios (DE ALMEIDA et al., 2009) e os rendimentos podem ser

verificados na Tabela 02.

Tabela 02. Rendimentos obtidos nas reacdes de cicloadicéo 1,3-dipolar

Cicloadutos isoxazolinicos 48a-g Rendimentos (%)
48a: p-Cl 66
48b: p-F 38
48c. p-OMe 66
48d: p-terc-butil 58
48e: p-toluil 55
48f: p-NO2 44
48g: m-NO2 79

Dos Santos, em 2003, prop6s um possivel mecanismo de sintese do ndcleo 2-
isoxazolina aza-biciclico (Figura 21). A reacao de cicloadicdo € controlada pelos
Orbitais Moleculares de Fronteira. Neste caso, devido a linearidade do N-6xido de
nitrila CEFNO (dipolo do tipo alenil), ocasionada pela hibridizacdo sp do carbono e do
nitrogénio, e a polaridade da ligacdo dupla do dipolaréfilo, ha a formacdo de
intermediario, o N-acil-iminio, com posterior formacao da segunda ligacao e ciclizacao.
Essa segunda ligacdo é possivel devido a mudanca da hibridizagdo do atomo de
nitrogénio, que passa de sp para sp?. Uma angulagéo é formada e entdo a segunda
aproximacéo frontal dos orbitais acontece, formando a segunda ligacdo sigma. O
mecanismo reacional que nao acontece em uma sO fase, e que passa por
intermediario, é dito ndo-concertado (SANTOS, 2003).
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Figura 21. Proposta do mecanismo da cicloadi¢do 1,3-dipolar entre enamidas endociclicas ou
enecarbamatos com o N-6xido de nitrila CEFNO.

3.3.5. Sintese dos alcoois isoxazolinicos 49a-g

OH
COOEt
N \/N
0 NaBH, 0
N
MeOH
O% X o~ X
1 1
— R —R
=

48a-g NF 49a-g

Os ésteres isoxazolinicos 48a-g foram reduzidos utilizando o NaBH4 como
agente redutor. O objetivo principal dessa reacéo € a posterior obtencdo do aldeido
isoxazolinico 52a-g. Entretanto, a reducéo da porcédo éster em C3 diretamente para a
funcéo aldeido n&o ocorreu. Em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, Reis et al
(2011) verificaram experimentalmente que a tentativa de reducéo da funcao éster C3
para a funcdo aldeido utilizando DIBAL-H ou superhidreto [(EtsAIH)Li], redutores

brandos, ndo surtiu efeito. A utilizacdo de um redutor mais forte néo seria ideal, como
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LiAlH4, porque ocasionaria a redugéo também da funcdo amida (oriunda inicialmente
das enamidas).

Durante a reducdo do éster etilico 48a-gq, pode ser verificada a ocorréncia da
formacao do éster metilico. Devido a transesterificacdo e a qualidade do boroidreto,
também influenciada pelo tempo de armazenamento, ha a necessidade de adicionar
excesso do agente redutor. Os respectivos alcoois isoxazolinicos 49a-g foram

formados com bons rendimentos, como mostrado na Tabela 03.

Tabela 03. Rendimentos obtidos nas reac¢fes de reducao dos ésteres isoxazolinicos 48a-q aos
respectivos alcoois 49a-g.

Cicloadutos isoxazolinicos | Rendimentos
49a-g (%)

49a: p-Cl 65
49b: p-F 96
49c:. p-OMe 87
49d: p-terc-butil 86
49e: p-toluil 72
49f: p-NO, 73
499: m-NO; 62

3.3.6. Sintese dos aldeidos isoxazolinicos 52a-g

OH H 40
ANN DMSO, Cloreto de oxalila, XN
/ CH,CI, /
(0] —_— (0]
—R Rl

N TEA, -78 °C N
o/ N, o} X
= =
49a-q 52a-g

A oxidacdo de Swern dos alcoois isoxazolinicos 49a-q ocorreu pela acdo do
DMSO, que foi ativado pelo cloreto de oxalila, formando o &nion cloro-
dimetilssulfonico. Apés o ataque nucleofilico do alcool 49a-g ao anion cloro
dimetilssulfénico, ha a formagéo do inon alcoxissulfénico, que por fim, através da acao
da base trietilamina, o aldeido isoxazolino 52a-g é formado, com a formacdo dos
subprodutos cloreto de trietilaménio e o dimetilssulfeto que apresenta odor forte
caracteristico (MANCUSO; HUANG; SWERN, 1978). O Esquema 15 apresenta o

possivel mecanismo de obtencéo dos aldeidos isoxazolinicos 52a-g.
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Esquema 15. Provavel mecanismo reacional da oxidagdo de Swern dos alcoois isoxazolinicos 49a-g
e formacéo dos aldeidos isoxazolinicos 52a-g.

Durante a execucdo das reacdes de oxidacdo de Swern algumas dificuldades
foram encontradas, como o baixo rendimento e a degradacdo dos aldeidos obtidos
dessas reacOes. Essa metodologia promove a obtencdo dos aldeidos com
rendimentos satisfatorios (REIS et al., 2011); dessa forma foi feita a destilacdo do
reagente cloreto de oxalila, sob atmosfera inerte de argonio. Na sintese do aldeido
isoxazolinico 52d a solucdo de DMSO néo foi adicionada de uma Unica vez, iSSo
comprometeu o rendimento, como pode ser vista na tabela de rendimentos abaixo
(Tabela 04).
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Tabela 04. Rendimentos obtidos na sintese dos aldeidos isoxazolinicos 52a-q.

Aldeidos isoxazolinicos 52 a-g Rendimentos (%)
52a: p-Cl 95
52b: p-F 96
52c: p-OMe 86
52d: p-terc-butil 45
52e: p-toluil 70
52f: p-NO2 54
52g: m-NO> 70

Os novos aldeidos sintetizados foram caracterizados estruturalmente através da
espectroscopia de RMN de 'H e de '°C, como também pela identificacdo dos grupos
funcionais utilizando seus espectros no infravermelho. No espectro de RMN de *H do
aldeido isoxazolinico 52d (Figura 22), podem ser verificados os picos em 1,32 ppm e
em 9,89 ppm que correspondem aos hidrogénios das metilas do grupamento terc-butil
e o hidrogénio da funcao aldeido (altamente desblindado), respectivamente. Também
aparecem os hidrogénios do anel aromatico em 7,45 e 7,59 ppm. Os hidrogénios
presentes no nucleo 2-isoxazolina aza-biciclica possuem deslocamentos e
comportamentos semelhantes em todos os aldeidos isoxazolinicos sintetizados.
Podem ser visualizados neste espectro, por exemplo, um tripleto (J = 8,4Hz) em 4,00
ppm correspondente ao hidrogénio 3a que acopla com dois hidrogénios diferentes
(porém com constantes de acoplamento muito préximas) e o pico alargado em 6,33

ppm gue corresponde ao hidrogénio 6a, ambos presentes na juncao do biciclo.

00726_6.1h F 3%
Mardene/FARMACIA W
Amostra AdptBUT

Solctacan N.OO726_6 (3000
Data 03.08.16_UFPE

~726

—&3

—5.0

—r
3,

=85 A% RARNAFREN |
i

[~2000

1500

- 1000
rf - f
I S - J J
\ |
\ F-s00
1
- o
iy T L _—r=t _— 1 7T
3 a3 2 LR 5Ok 3
110 105 10,0 a5 Q0 a5 B.O 75 70 5.0 45 4.0 35 30 25 20 15 10

6.5 6.0 5.
11 (ppm)

Figura 22.Espectro de RMN de 'H do aldeido isoxazolinico 52d com destaque os picos
correspondentes a alguns hidrogénios presentes na molécula.
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3.3.7. Sintese datiazolidina-2,4-diona 53

A tiazolidina-2,4-diona foi sintetizada seguindo o procedimento utilizado por
Mishra, Sachan & Chawla (2015). Uma mistura aquosa contendo tiouréia 24 e acido
monocloroacético 25 foi submetida a refluxo por 25 horas. Sua baixa solubilidade em
agua proporciona a purificacao por recristalizacdo nesse solvente. Os cristais brancos
obtidos foram submetidos a andlise do ponto de fusdo (PF) para a confirmacédo da
sintese. Por possuir suas caracteristicas bastante elucidadas na literatura, o PF foi o
anico método utilizado para verificacdo de sua obtencédo. O composto, tiazolidina-2,4-
diona 53, também pode ser encontrado comercialmente, mas, para diminuir custos e

por possuir facil metodologia de sintese decidimos sintetiza-lo em laboratério.

3.3.8. Sintese dos derivados tiazolidina-2,4diona N-acilados 55a-c.
O

@]
R
S/YO Br /\(
\ N + NaOH S N |
—_—
o// \ D \f
53 le} 54 o 55a-c .

A tiazolidina-2,4-diona 53 sofreu N-alquilagdo com 2-bromo ou 2-cloro

acetofenona 54. Essa reacao aconteceu em meio basico, utilizando NaOH como base,
sob refluxo. A confirmagdo de formagdo do produto foi feita através de sua
caracterizacdo espectrométrica, como pode ser observado na Figura 23. A presenca
dos hidrogénios do anel aromatico destacados nas cores vermelha e azul. As
moléculas 55a-c possuem 8 hidrogénios cada, mas, nos espectros verificamos 4

sinais devido a presenca de hidrogénios homotopicos e enantiotopicos.
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Figura 23. Espectro de 'H RMN da tiazolidina-2,4-diona N-acilada 55a.

3.3.9. Condensacéo dos aldeidos isoxazolinicos 52a-g com as tiazolidinas-2,4-

diona 53 e 55a-c

o) /Rz
H o N—N
Z E .
H —
RS
\/N S _—0 56a-g ou 57a-u
T - . NN
N // NP /
52a-g 0 R O
O/ X 53 ou 55a-c N
1
—R _
= o™ \_Rl
/

R'= 4- Cl, 4-F, 4-OMe, 4-terc-butil, 4-CH,, 4-NO,, 3-NO,
0. 0. 0.
X
R=H, . .
cl NO, F

A sintese dos compostos finais 56a-g e 57a-u, propostos nesse trabalho, foi

realizada segundo a metodologia utilizada por Nastasa et al, em 2013. Essa reacao
consiste em uma reacdo de condensacao aldolica, mais conhecida como Reacédo de

Knoevenagel. O aldeido isoxazolinico 52a-g foi condensado com a tiazolidina-2,4-
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diona 53 e 55a-c e foram utilizados o acetato de sodio anidro como base e o acido
acético glacial como solvente.

Inicialmente outro catalisador foi testado. Utilizamos piperidina e acetato de
piperidinio como reagente e catalisador, respectivamente, e fizemos modificacdes
com solventes, THF e etanol. Esses solventes foram usados em reacdes distintas e
ambos foram secos e destilados previamente. Essa metodologia gerou uma maior
quantidade de subprodutos, mesmo transcorrendo em 15 minutos, ocasionando uma
purificacdo mais dificil e dispendiosa. Ao modificarmos o reagente e solvente,
utilizando o acetato de sddio anidro e o acido acético glacial, obtivemos uma sintese
mais limpa, entretanto um pouco mais demorada. O tempo médio da reacédo foi de
duas horas.

Na metodologia utilizada neste trabalho, o acetato de sddio anidro foi utilizado
em excesso. Na condensacdo de Knoevenagel, uma molécula de agua é eliminada,
entdo, esse sal também serve como agente dessecante, fazendo com que o equilibrio
seja deslocado para a formacao do produto. O esquema 16, mostra 0 mecanismo de
obtencdo das novas moléculas 56a-g e 57a-u, onde pode ser verificada a saida da

molécula de agua e a formacéo do carbanion, fenbmenos presentes nesse tipo de

reacao.

R 56a-g e 57a-u

+ H,0

Esquema 16. Possivel mecanismo de sintese dos novos derivados isoxazolinas-tiazolidina-2,4-diona
56a-g e 57a-u (Condensacao de Knoevenagel).

A purificagdo dos novos produtos foi feita através de lavagens com solventes
elevando a polaridade gradativamente, se necessario. Os solventes utilizados foram

principalmente o etanol e o metanol, sendo o acetato de etila também utilizado
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algumas vezes. Também foi realizada a purificacdo através de cromatografia em
coluna “Flash”, entretanto ndo foi obtido éxito. Tanto na lavagem com os solventes
citados, em alguns casos como na cromatografia, persistia a presenca de uma
impureza colorida que ndo pode ser revelada, utilizando os reveladores mais comuns
em cromatografia de camada delgada (luz ultravioleta, |2 e acido fosfomolibidico). Por
isso, consideramos a filtracdo em carvao ativado, mas, foi percebido que esse
reagente também adsorvia parte do produto. Houve a necessidade de repetir as
lavagens em algumas purificagdes. Todo o sobrenadante reservado teve o solvente
eliminado e o solido resultante passou pelo mesmo processo de purificacdo. Isso foi
feito para a obtencéo de um maior rendimento possivel. A Tabela 05 apresenta todos

os valores de rendimentos das moléculas finais 56a-g e 57a-u.

Tabela 05. Rendimentos obtidos na sintese das novas moléculas hibridas isoxazolina/tiazolidina-2,4-
diona condensadas com a tiazolidina-2,4-diona 53 e o derivado tiazolidina-2,4-diona 55a-c.

Produtos Rend. | Produtos Rend.
finais Ri R (%) finais R R (%)
56a p-Cl H 24 57h p-OMe | -CH2COCsH4NO2 54
56b p-F H 36 57i p-OMe -CH2COCsH4F 55
56¢ p-OMe H 41 57 p-terc- -CH2COCsH4CI 48
butil
56d p-terc- H 68 57k p-terc- | -CH2COCsHaNO2 81
butil butil
56e p-CHs H 41 571 p-terc- -CH2COCsH4F 63
butil
56f p-NO2 H 27 57m p-CHs -CH2COCsH4CI 53
569 m-NO> H 37 57n p-CHs | -CH2COCsH4NO> 71
57a p-Cl -CH2COCsH4CI 55 570 p-CHs -CH2COCsH4F 67
57b p-Cl -CH2COCsH4NO2 69 57p p-NO:2 -CH2COCsH4CI 38
57c p-Cl -CH2COCsH4F 36 57q p-NO2 | -CH2COCesHsNO2 30
57d p-F -CH2COCsH4CI 61 57r p-NO2 -CH2COCsH4F 50
57e p-F -CH2COCsH4NO2 63 57s m-NO2 -CH2COCsH4ClI 61
57f p-F -CH2COCsH4F 24 57t mM-NO2 | -CH2COCsH4NO2 75
579 p-OMe -CH2COCsH4CI 52 57u m-NO2 -CH2COCsH4F 44

Todas as novas moléculas hibridas isoxazolinicas/tiazolidina-2,4-diona 56a-g e
57a-u foram caracterizadas através dos espectros de RMN de 'H e 13C, IV-ATR e de
massas, como também tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas.
Todos os espectros podem ser encontrados nos apéndices desse trabalho. A Figura
24 apresenta o espectro de RMN de hidrogénio da nova molécula hibrida
isoxazolina/tiazolidina-2,4-diona 56d. Podem ser vistos sinais que confirmam a
formacdo desta molécula, como o singleto em 12,66 ppm, integrando para 1

hidrogénio. Este atomo esta ligado diretamente ao atomo de nitrogénio da porcao
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tiazolidina-2,4-diona, por isso, sua nuvem eletrbnica bastante deslocalizada,
acarretando seu aparecimento em campo baixo. Outro hidrogénio caracteristico da
formacao dessa nova molécula é o hidrogénio vinilico, que aparece como um singleto
em 7,30 ppm, que integra também para 1 hidrogénio.

A Figura 24 apresenta também sinais de outros hidrogénios presentes na
molécula, como aqueles do anel aromatico em 7,51 ppm. Os sinais dos rotameros do
hidrogénio 6a da juncao do anel 2-isoxazolina azabiciclica aparecem em 6,23 e 6,72
ppm confirmando a presenga da isoxazolina aza-biciclica. O sinal referente aos
hidrogénios das 3 metilas presentes no grupamento terc-butila pode ser visualizado
em 1,30 ppm. Esse sinal se apresenta como um singleto que possui area de integral

para 9 hidrogénios.
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Figura 24. RMN de 'H da nova molécula hibrida isoxazolina/tiazolidina-2,4-diona 56d.

A nova molécula hibrida isoxazolina/tiazolidina-2,4-diona 56d também foi
caracterizada por espectro de RMN de 3C. Foram feitas duas analises, modificando
apenas a temperatura do experimento. No espectro obtido a 27°C (Figura 25) nao foi
possivel visualizar todas as carbonilas presentes na molécula, entretanto, no espectro
obtido em 65°C (Figura 26) € possivel visualizar dois sinais bastante proximos em
168,49 e 168,16 ppm. No espectro obtido a 27°C s6 era possivel visualizar um sinal,
em 168,49 ppm, com uma base alargada; possivelmente houve coincidéncia dos
sinais. No espectro de RMN de '3C obtido a 65°C observamos apenas um sinal

coalescido em 94,47 ppm que corresponde a um CH da juncdo do anel isoxazolinas.
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No espectro obtido em temperatura mais baixa observamos dois sinais para 0 mesmo
carbono. Esses séo sinais de rotameros de um mesmo carbono, detectado em dois
momentos diferentes. Isto ocorre devido a baixa velocidade de rota¢éo do grupamento
carbamida. Quando a temperatura € aumentada, a velocidade de rotacdo deste
grupamento aumenta e, isto faz com que apenas um sinal coalescido apareca. Em

outros sinais de rotameros também podem ser observadas suas coalescéncias.
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Figura 25. Espectro de RMN 13C da molécula hibrida isoxazolina/tiazolidina-2,4-diona 56d obtido a
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As novas moléculas hibridas isoxazolinas/tiazolidina-2,4-diona 56a-g e 57a-u

possuem isomeria geométrica. Esta isomeria € formada na condensacdo de
Knoevenagel e existem varios relatos na literatura (AVUPATI et al., 2012; REGO et
al., 2014) de que ha a formacao apenas do isbmero Z. A sintese dos hibridos foi
acompanhada por CCD e o mesmo comportamento foi apresentado, formacéo de
apenas um unico isdmero. Diante disso foram realizados estudos bidimensionais de
espectroscopia de RMN, a fim de provarmos o que € relatado na literatura para o
Nosso sistema.

O espetro bidimensional de RMN por correlacdo HMBC da molécula hibrida
isoxazolinas/tiazolidina-2,4-diona 56d (Figura 27) apresenta a correlacdo do
hidrogénio vinilico em 7,30 ppm com os carbonos em 52,62 ppm ,155,99 ppm e 166,92
ppm. Este ultimo corresponde a um carbono de carbonila. Essa correlagédo aparece
no espectro por acoplamento maximo J3, portanto, essa carbonila pertence ao nucleo
tiazolidina-2,4-diona. Diante destes resultados, foi feito um espectro RMN de 13C
acoplado com hidrogénio (Figura 28). Nesse espectro aparece um dubleto em 166,85
ppm (deslocamento do carbono da carbonila do nucleo tiazolidinico). A constante de
acoplamento J® encontrada foi de 6,75Hz. Esse valor corresponde a um acoplamento
de atomos em isomeria geométrica do tipo Z. Portanto, foi confirmada a formacéo do

isoméro conforme relatado na literatura para sistemas analogos.
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3.4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

As reacOes de sintese enamidas endociclicas, cicloadicdo 1,3-dipolar, sintese dos
alcoois isoxazolinicos e sintese dos aldeidos isoxazolinicos sdo sensiveis a umidade
e foram realizadas sob atmosfera de argénio e com vidrarias secas em estufa por no
minimo 4 horas (120°C). Os solventes utilizados nas reac¢des anidras também foram
tratados para eliminacdo de agua. A trietilamina e o diclorometano foram tratados com
hidreto de calcio e destilados antes do uso. O metanol e etanol foram tratados com
Mg%l2 e destilados antes do uso. O tetraidrofurano (THF) foi tratado com
Na®/benzofenona e foi destilado imediatamente antes do uso. O acetato de etila e 0
hexano, utilizados em purificagbes como cromatografia em coluna flash e lavagens,
foram previamente destilados. As andlises em cromatografia de camada delgada
(CCD) foram realizadas em cromatofolhas de aluminio (gel de silica 60), contendo
indicador para 254 nm. A visualizacdo das manchas foi efetuada em lampada de U.
V. A 254nm e adsorcao do iodo. As colunas cromatogréaficas foram empacotadas com
gel de silica 60 (230 — 400 mesh) e eluidas sob pressao (Flash). Os produtos sélidos
tiveram seu ponto de fusdo aferidos no aparelho FISATON® 431D, e, nas reacoes
realizadas com sonicacéo foi utilizado o UNIQUE® USC 1400-A, com frequéncia 40
KHz. Os espectros de RMN de 'H e '3C foram obtidos no equipamento da Varian
Unity® 300 MHz e Varian Unmrs® 400 MHz. Os deslocamentos quimicos s&o
expressos em ppm, tendo como padréo interno o tetrametilsilano para RMN de H e
0s sinais designados como s — singleto, d — dubleto, dd — duplodubleto, sl - sinal largo,
ft — falso tripleto e m - multipleto. Os solventes utilizados nas anélises foram o DMSO-
ds, CDCls3-d1 ou CHsCN-ds. Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho
foram obtidos utilizando o equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400), com
dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de selénio e aparelhos
Bruker IFS 66 (transformada de Fourier). As frequéncias de absorcéo foram expressas
em cm. Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos no Espectrometro
de Massa MALDI-TOF Autoflex IlI (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) com laser
YAG Smartbeam®, 355 nm e frequéncia de 100Hz.
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3.4.1. Sintese do trimero da 1-pirrolina 43

- Oleo amarelo-alaranjado viscoso

- C12H21N3 N/Q
- MM: 207,31 g/mol @\N\b

- Rendimento: 78%

Uma solucdo aquosa 25% de perssulfato de sodio (33,82 g; 142,08 mmol; 134
mL) foi adicionada lentamente a 0°C sobre uma solucdo aquosa de pirrolidina 42 (11,6
mL; 138,8 mmol), hidréxido de sodio (11,48 g; 287,00 mmol) e nitrato de prata (0,118
g; 0,694 mmol) em 140 mL de agua destilada. Apds o término da adicao da solugéo
de perssulfato de sodio, a reacdo permaneceu em vigorosa agitacdo a 0°C por uma
hora. Decorrido esse tempo, a mistura reacional permaneceu por mais trés horas
adicionais em vigorosa agitacdo a temperatura ambiente.

A mistura resultante foi extraida com diclorometano (3 x 120 mL). A fase orgéanica
foi seca com sulfato de sodio anidro e o solvente foi removido. O rendimento medio
obtido foi de 78%.

O consumo do trimero da 1-pirrolina 43 deve ser feito rapidamente. Ele ndo é

estavel, portanto ndo deve ser armazenado por longo tempo.

DADOS ESPECTROMETRICOS 43

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.).

(parte do mondmero esta presente, devido ao equilibrio). 1,75 (m); 2,28 (m); 2,50 (m);
2,99 (m); 3,82(m); 7,59 (s).
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3.4.2. Sintese das enamidas endociclicas 45a-gq

3.4.2.1. Sintese da N-(4-clorobenzoil)-2-pirrolina 45a

- Sélido branco amorfo |
- C11H10CINO <N>

- MM: 207,65 g/mol
- Rf: 0,55 (AcOEt/hexano 3:7)
-PF:75-76°C

- Rendimento: 21%

Cl

O trimero da 1-pirrolina 43 (3,41 g; 16,8633 mmol) foi solubilizado em THF seco
(150 mL) e a essa solucao foi adicionada a trietilamina (5,7 mL; 33,7264 mmol). A
solucéo resultante foi colocada no aparelho de ultrasom, a aproximadamente 60°C,
por 30 minutos. Decorrido o tempo, o cloreto de p-clorobenzoila 44a (4,35 mL; 33,7267
mmol) foi adicionado lentamente e apos o término da adicdo, a mistura reacional foi
deixada sob sonicacdo e aquecimento por duas horas adicionais. A suspensao
resultante foi filtrada a vacuo e o solvente foi removido em evaporador rotatorio. O
produto foi purificado em cromatografia em coluna flash, o eluente utilizado foi acetato
de etila/hexano (1:4). A massa obtida foi 0,95 g, sendo o rendimento médio obtido de
21%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 45a

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,70 (m; 2H); 4,00 (t; J= 8 Hz; 2H); 5,21 (m; 1H; rotdmero em 5,38); 6,40 (m; 1H;
rotdmero em 7,06); 7,38 (d; J= 8 Hz; 2H); 7,45 (d; J= 12 Hz; 2H)

RMN de 13C (CDClz, 8, ppm, 100 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

28,48 (CHz); 45,88 (CH2); 112,37 (CH); 128,82 (2CH); 129,33 (2CH); 130,44 (CH);
134,31 (C); 136,53 (C-Cl); 166,83 (C=0)

I.V. (ATR, cm™), principais sinais.

2.863; 1.590; 1.566; 1.423; 846; 708
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3.4.2.2. Sintese da N-(4-fluorobenzoil)-2-pirrolina 45b
- Oleo levemente amarelado @
- C11H10FNO N
- MM: 191,20 g/mol o”

- Rf: 0,42 (AcOEt/hexano 1:1)

- Rendimento: 24%

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.2.1.

Os reagentes utilizados nessa sintese foram o trimero da 1-pirrolina 43 (3,5 g;
16,8821 mmol), trietilamina seca (3,5 mL; 25,1025 mmol), THF seco (175 mL) e cloreto
de p-fluorobenzoila 44b (3,8 mL; 31,2512 mmol). A purificacdo foi feita por
cromatografia em coluna “Flash”, o eluente utilizado foi acetato de etila/hexano (3:7).
Foram obtidos 1,15 g do produto puro, com o rendimento de 24%.

- Observacao: houve erro de calculo na sintese deste produto. As quantidades
corretas deveriam ser: trimero da 1-pirrolina 24a (3,5 g; 16,8821 mmol), trietilamina
seca (4,70 mL; 33,7642 mmol), THF seco (175 mL) e cloreto de p-fluorobenzoila 44b
(4,10 mL; 33,7642 mmol). Portanto, o calculo do rendimento foi realizado utilizando a

TEA como agente limitante.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 45b

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

2,68 (m;2H); 3,98 (tl; J = 8,7Hz; 2H; rotdmero em 3,79); 5,19 (m; 1H; rotAmero em
5,36); 6,40 (m; 1H); 7,07 (m; 2H); 7,50 (m; 2H).

RMN de 13C (CDCl3, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

28,2 (CH2); 45,67 (CH2); 112,0 (CH); 115,4 (d; J = 21,7Hz; CH); 129,9 (d; J = 8,7Hz;
CH); 130,3 (CH); 131,8 (C); 163,6 (d; J = 248 Hz; C); 165,7 (C=0).

L.V. (filme, cm), principais sinais.

3.124; 3.078; 3.055; 2.966; 2.898; 2.865; 1,606; 1.508; 1.469; 1.428; 1.368; 1.289;
1.220; 1.153; 1.095; 847; 733; 567.
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3.4.2.3. Sintese da N-(4-metoxibenzoil)-2-pirrolina 45¢

- Oleo amarelo-alaranjado viscoso @

- C12H13NO2 N

- MM: 203,23 g/mol 0%

- Rf: 0,29 (AcOEt/hexano 1:1) o

- Rendimento: 24% ('3H3

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.2.1.

Os reagentes utilizados nessa sintese foram o trimero da 1-pirrolina 43 (3,5 g;
16,9072 mmol), trietilamina seca (4,79 mL; 34,41 mmol), THF seco (107,25 mL) e
cloreto de p-metoxibenzoila 44c (7,578 mL; 33,8145 mmol). A purificacéo foi feita por
cromatografia em coluna flash, o eluente utilizado foi acetato de etila/hexano (1:1). A

massa obtida foi 1,67 g, sendo o rendimento médio obtido 24%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 45c¢

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

2,68(m; 2H; rotamero em 2,55); 3,81(s;3H); 3,98(m; 2H); 5,16(s; 1H); 6,50(s; 1H;
rotdmero em 7,14); 6,89(m; 2H); 7,47(m; 2H)

RMN de 13C (CDCl3, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

28,2(CH); 45,7(CH2); 55,2(CHs); 111,5(CH); 127,9(CH); 159,5(CH); 130,8(CH);
161,0(C); 167,0(C=0)

I.V. = FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

2.957,1.607, 1.574, 1.512, 1.404, 1.365, 1.110, 1.028, 839, 708.
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3.4.2.4. Sintese da N-(4-terc-butilbenzoil)-2-pirrolina 45d

- Cristais levemente amarelos @

- C15H19NO N

- MM: 229,31 g/mol o”

- Rf: 0,52 (AcOEt/hexano 1:1) Toen,
- Ponto de fuséo 78-80°C CHs

- Rendimento: 27%

O procedimento da reacdo é semelhante ao do item 3.4.2.1.

Os reagentes utilizados nessa sintese foram o trimero da 1-pirrolina 43 (4,018 g;
19,8701 mmol), trietilamina seca (6,71 mL; 39,7402 mmol), THF seco (177,1 mL) e
cloreto de p-terc-butilbenzoila 44d (7,97 mL; 39,7402 mmol). A purificacao foi feita por
cromatografia em coluna flash, o eluente utilizado foi acetato de etila/hexano (1,5:8,5).
A massa obtida foi 2,05 g, sendo o rendimento médio obtido 27%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 45d

RMN de 'H (CDClIs, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

1,28(s; 9H); 2,65(m; 2H); 3,97(tl; J = 8,7Hz; 2H); 5,12(m; 1H; rotamero em 5,31);
6,47(m; 1H; rotdamero em 7,05); 7,39(m; 4H).

RMN de 13C (CDClz, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

28,2(CHz); 31,0(CHs); 34,6(C); 45,4 (CH2); 111,2 (CH); 125,1(CH); 127,4(CH);
130,7(CH); 132,7 (C); 153,4 (C); 166,8(C=0).

L.V.(filme, cm), principais sinais.

3.125; 3.045; 2.960; 2.867; 1.608; 1.413; 1.361; 996; 924; 854.
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3.4.2.5. Sintese da N-(4-metilbenzoil)-2-pirrolina 45e
- Solido levemente amarelado amorfo @

- C12H13NO N

- MM: 187,23 g/mol oF

- Rf: 0,28 (AcOEt/hexano 1:1)
- Ponto de fusdo 59,4 - 61 °C

- Rendimento: 12%

CH,

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.2.1.

Os reagentes utilizados nessa sintese foram o trimero da 1-pirrolina 43 (4,018
g; 19,8701 mmol), trietilamina seca (6,71 mL; 39,7402 mmol), THF seco (177,1 mL) e
cloreto de p-metilbenzoila 44e (6,27 mL; 39,7402 mmol). A purificacéo foi feita por
cromatografia em coluna flash, o eluente utilizado foi acetato de etila/hexano (3:7).
Foram obtidos 0,94 g do produto puro, sendo o rendimento 12%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 45e

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,37 (s; 3H); 2,69 (m; 2H); 4,00 (t; J= 8 Hz; 1H; sotamero em 3,82); 5,16 (s; 1H;
rotamero em 5,34); 6,47 (s; 1H; rotamero em 7,08); 7,20 (d; J= 8 Hz; 2H); 7,40 (d; J=
4 Hz; 2H)

RMN de 13C (CDClz, 8, ppm, 100 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

21,52 (CHa); 28,46 (CHz); 45,77 (CHz); 111,44 (CH); 127,88 (CH); 129,09 (4CH);
130,99 (C); 140,61 (C); 167,14 (C=0)

I.V.(ATR, cm-1), principais sinais.

2.856; 1.602; 1.567; 1.412; 1.366; 828
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3.4.2.6. Sintese da N-(4-nitrobenzoil)-2-pirrolina 45f

- Cristais amarelos

- C11H10N203 Q
- MM: 218,20 g/mol

- Rf: 0,34 (AcOEt/hexano 1:1)

- Ponto de fuséo 148-153°C

- Rendimento: 16%

o~

NO,

O procedimento da reacdo é semelhante ao do item 3.4.2.1.

Os reagentes utilizados nessa sintese foram o trimero da 1-pirrolina 43 (3,26 g;
15,7408 mmol), trietilamina seca (4,27 mL; 30,6102 mmol), THF seco (100 mL) e
cloreto de p-nitrobenzoila 44f (2,914 g; 15,7402 mmol). A purificacdo foi feita por
cromatografia em coluna flash, o eluente utilizado foi acetato de etila/hexano (3:7). A
massa obtida foi 0,6 g, sendo rendimento médio obtido 16%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 45f

RMN de 'H (CDClIs, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,76 (m; 2H; rotamero em 2,64); 4,06(m; 2H; rotamero em 3,79); 5,31 (m; 1H; rotamero
em 5,48); 6,34 (m; 1H; rotamero 7,06); 7,70 (m, 2H); 8,29 (m, 2H).

RMN de 13C (CDClz, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

28,4(CHp2); 45,8(CHz); 123,8(CH; rotamero em 123); 128,8(CH; rotamero em 128,3);
129,5 (CH); 141,6 (C); 164,4(C=0).

L.V.(filme, cm), principais sinais.

3.100; 2.968; 2.862; 1.595; 1.512; 1.427; 1.353; 1.316; 860.
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3.4.2.7. Sintese da N-(3-nitrobenzoil)-2-pirrolina 459

- Cristais amarelo-alaranjados

- C11H10N203 /\_ _/\\

N
- MM: 218,20 g/mol NO,

0%
- Rf: 0,32 (AcOEt/hexano 1:1)
- Faixa de Fuséo 104 — 106°C.

- Rendimento: 9%

O procedimento da reacdo é semelhante ao do item 3.4.2.1.

Os reagentes utilizados nessa sintese foram o trimero da 1-pirrolina 43 (3,09 g;
15,2808 mmol), trietilamina seca (5,16 mL; 30,5614 mmol), THF seco (136,19 mL) e
cloreto de m-nitrobenzoila 44q (5,757 g; 30,5616 mmol). A purificacao foi feita por
cromatografia em coluna flash, o eluente utilizado foi acetato de etila/hexano (3:7). A
massa obtida foi 0,4 g, sendo o rendimento médio 9%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 45g

RMN de 'H (CDClIs, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,73(m; 2H; rotamero em 2,62); 4,03(m; 2H; rotamero em 3,82); 5,29(s; 1H; rotamero
em 5,44); 6,36(s; 1H; rotamero em 7,06); 7,62(t; J = 8,0 Hz; 2H); 7,84(dl; 1H) 8,29(dl;
1H); 8,35 (s; 1H)

RMN de 13C (CDCl3, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

28,3(CHz); 45,8(CH2); 113,5(CH); 122,7(CH); 124,9(CH); 129,5(CH); 129,7(CH);
133,6(CH); 137,2(C); 147,2(C); 163,97(C=0)

I.V. - FT (pastilha de KBr, cm™), principais sinais.

3.093; 2.957; 2.864; 1.635; 1.609; 1.531; 1.442; 1.348; 1.301; 718.
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3.4.3. Sintese do clorooximidoacetato de etila 47 (precursor do CEFNO)

- Cristais brancos o

- C4HsCINOs J\(u
EtO
- MM: 151,54 g/mol |

N\
- Ponto de Fuséao: 80°C on

- Rendimento: 39%

O cloridrato da glicina esterificada 46 (20 g; 0,1432 mol), obtido comercialmente,
é dissolvido em agua (30 mL) e séo adicionados acido cloridrico concentrado (24,78
mL; 0,8011 mol) e uma solucdo aquosa de nitrito de sodio (20 g; 0,2898 mol, 35mL de
agua). A adicéo do acido e do NaNO: é feita da seguinte forma: metade do &cido é
adicionada e em seguida metade da solucéo de nitrito de sédio. Lentamente apos a
primeira adi¢do, a outra metada de solugcdo de HCI e da solucdo de NaNO2 foram
adicionadas nas mesmas condi¢des. A adicdo do HCI e do NaNO: é feita a 0°C.
Depois de adicionada a ultima parte do NaNO:2 a reagdo permanece em vigorosa
agitacdo a 0°C por 20 minutos adicionais. A solucao resultante foi extraida com CH2Cl2
(4 x 50 mL) e a fase orgénica foi seca sobre Na2SO4 anidro. O solvente foi removido
e a solucao resultante foi adicionado hexano resfriado. Na adicdo do hexano ocorreu
a precipitacao ddos cristais brancos, o clorooximidoacetato de etila 47. A massa obtida

foi de 8,46 g, correspondendo a um rendimento de 39 %.
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3.4.4. Cicloadicéo 1,3-dipolar das Enamidas endociclicas 45a-g com o 6xido de
carboetoxiformonitrila (CEFNO) 47a.

3.4.4.1. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-

3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 48a

- Sélido branco amorfo levemente amarelado Ox O~ _-CHs
- C15H15CIN204
NN
- MM: 322,74 g/mol d
- Rf: 0,38 (ACOEt/hexano 1:1) N
- PF: 102 — 104 °C o
- Rendimento: 66% cl

Primeiramente a enamida 45a (0,9509 g; 4,5791 mmol) é solubilizada em THF
(14,9 mL) e a essa solugdo, a TEA foi adicionada (0,79 mL; 5,6740 mmol).
Separadamente, foi feita uma solugdo em THF do clorooximidoacetato de etila 47
(0,7693 g; 5,0768 mmol; 5,5 mL de THF) que, foi adicionada lentamente, via seringa,
na solucao reacional. Apds o término da adicdo do clorooximidoacetato de etila 47, a
reacao permaneceu em agitacdo vigorosa por mais 30 minutos. Vale salientar que a
reacdo acontece em atmosfera de argbnio e todas as vidrarias foram previamente
secas por 4 horas. O término da reacao foi verificado por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD). Decorrido o tempo, a mistura reacional foi filtrada em funil sinterizado
para filtrar o sal cloreto de trietilaménio, que precipita no meio reacional. Apds a
remocéao do solvente, um liquido viscoso amarelo foi obtido. Este liquido foi purificado
por Cromatografia em Coluna flash, utilizando uma mistura de solventes como
eluente, acetato de etila/hexano (1:5). A massa obtida foi 1,36 g, correspondendo a

um rendimento médio de 66 %.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 48a

RMN de 'H (CDCl3, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presencga de rotameros.

1,36 (t; J = 7,0Hz; 3H); 2,19 (ml; 1H); 2,37 (dd; J = 5,9Hz; J = 12,9Hz; 1H); 3,17 (sl;
1H); 4,07 (m; 1H); 4,35 (m; 3H); 6,16 (sl; 1H; rotamero em 6,97); 7,4 (dl; J = 8,4Hz;
2H); 7,6(ml;2H)

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presencga de rotameros.
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14,0 (CHgs); 27,8 (CH2); 43,5 (CH2); 51,1 (CH); 62,3 (CH2); 95,8 (CH); 128,6 (CH);
129,5 (CH); 133,1 (C); 137,0 (C); 152,2 (C); 159,7 (C=0); 168,5 (C=0).

L.V.(filme, cm™), principais sinais.

2.985; 1.724; 1.650; 1.591;1.408; 1.270; 1.180; 1.132; 1.015; 931, 836; 756.
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3.4.4.2. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-
3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 48b

- Solido branco amorfo levemente amarelado OO~ CHs
- C1sH15FN204

NN
- MM: 306,28 g/mol d
- Rf: 0,39 (AcOEt/hexano 1:1) N
_PF:83-84°C o”
- Rendimento: 38% F

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.4.1.

Os reagentes utilizados foram a enamida endociclica 45b (1,15 g; 6,0271 mmol);
THF seco (10,1 mL); TEA (1,1 mL; 7,8893 mmol); Clorooxiimidoacetato de etila 47
(1,05 g; 9,8984 mmol; THF 6,7 mL). A purificacdo do cicloaduto 48b foi feita por meio
de uma cromatografia em coluna flash com o sistema eluente isopropanol/hexano

(1:9). A massa obtida foi 0,67 g, correspondendo a um rendimento médio de 38 %.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 48b

RMN de *H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

1,38 (t; J = 7,0Hz; 3H); 2,22 (ml; 1H); 2,40 (dd; J = 6,0Hz; J = 13,5Hz; 1H); 3,20 (ml;
1H); 4,12 (t; J = 8,0Hz; 1H); 4,36 (m; 3H); 6,22 (sl; 1H); 7,12 (m; 2H); 7,69 (sl;2H)
RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

14,08 (CHs); 27,95 (CH2); 43,53 (CH2); 51,19 (CH); 62,4 (CH2); 96,17 (CH); 115,6 (d;
J =21,5Hz; CH); 130,4 (CH); 164,1 (d; J = 250,0Hz; C-F); 131,0 (C); 152,4 (C); 159,8
(C=0); 168,7 (C=0).

L.V.(filme, cm), principais sinais.

3.030; 2.986; 2.860; 1.721; 1.652; 1.600; 1.509; 1.408; 1.270; 1.131; 931, 853.
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3.4.4.3. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-metoxibenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-
3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 48c

- Oleo levemente amarelado viscoso OOt
- C16H18N20s W
- MM: 318,32 g/mol J

- Rf: 0,32 (AcOEt/hexano 1:1)

- Rendimento: 66%

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.4.1.

Os reagentes utilizados foram a enamida endociclica 45c (1,67 g; 8,2528 mmol);
THF seco (26,9 mL); TEA (1,42 mL; 10,2262 mmol); Clorooxiimidoacetato de etila 47
(1,38 g; 9,1498 mmol; THF 10 mL). A purificacéo do cicloaduto 48c foi feita por meio
de uma cromatografia em coluna flash com o sistema eluente acetato de etila/hexano

(1:1). A massa obtida foi 1,64 g, correspondendo a um rendimento médio de 66%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 48c

RMN de *H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.).

1,38 (t; J = 7,1Hz; 3H); 2,19 (ml; 1H); 2,35 (dd; J = 6,0Hz; J = 13,3Hz; 1H); 3,22 (sl;
1H); 4,08 (t; J = 8,4Hz; 1H); 4,36 (m; 3H); 6,35 (sl; 1H); 6,93 (d; J = 9,0Hz; 2H); 7,64
(sl;2H).

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.).

14,1 (CHs); 28,1 (CH2); 43,25 (CH2); 50,9 (CH); 55,4 (CHs); 62,3 (CH2); 96,3 (CH);
113,6 (CH); 126,0 (C); 130,1 (CH); 152,4 (C); 159,9 (C-0); 161,7 (C=0); 169,3 (C=0).
I.V. = FT (janela de KBr, cm™?), principais sinais.

2.998,1.722, 1.645, 1.607, 1.513, 1.393, 1.257,1.174, 1.128, 1.027, 932, 847.
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3.4.4.4. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-terc-butilbenzoil)-4,5,6,6a-
tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 48d

- Oléo viscoso levemente amarelado OO

- C19H24N204 Xy

- MM: 344,40 g/mol J

- Rf: 0,5 (AcOEt/hexano 1:1) |

- Rendimento: 58% © CH,
CH,

CH
O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.4.1. ’

Os reagentes utilizados foram a enamida endociclica 45d (2,06 g; 8,8977 mmol);
THF seco (29,8 mL); TEA (1,55 mL; 11,1299 mmol); clorooxiimidoacetato de etila 47
(1,51 g; 9,9590 mmol; THF 10,8 mL). A purificacao do cicloaduto 48d foi feita por meio
de uma cromatografia em coluna flash com o sistema eluente isopropanol/hexano

(0,5:9,5). A massa obtida foi 1,20 g, correspondendo a um rendimento médio de 58%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 48d

RMN de *H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

1,30 (s; 9H); 1,36 (t; J = 7,2Hz; 3H); 2,18(m; 1H); 2,34 (dd; J = 6,1Hz; J = 13,2Hz; 1H)
3,16 (sl; 1H); 4,08 (m; 2H); 4,35 (m; 2H); 4,45 (sl; 1H) 6,25 (sl; 1H; rotamero em 6,89);
7,43 (m; 2H); 7,59 (ml; 2H)

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

14,00 (CHs); 27,9 (CH2); 31,5 (CHs3); 34,8 (CH2); 40,5 (C); 50,78 (CH); 62,26 (CH2);
96,18 (CH); 125,3 (CH); 127,87 (2CH); 131,8 (C); 152,3 (C); 154,26 (C); 159,6 (C=0);
169,66 (C=0)

L.V. (filme, cm), principais sinais.

2.923; 1.722; 1.651; 1.613; 1.587; 1.405; 1.270; 1.019; 853.
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3.4.4.5. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-metilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-
3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 48e

, ~~
- Oleo levemente amarelado
- C16H18N204 \/N
- MM: 302,32 g/mol N °
- Rf: 0,21 (AcOEt/hexano 1:1) o
- Rendimento: 55%
CH,

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.4.1.

Os reagentes utilizados foram a enamida endociclica 45e (0,94 g; 5,01 mmol);
THF seco (16,3 mL); TEA (0,86 mL; 6,2068 mmol); clorooxiimidoacetato de etila 47
(0,84 g; 5,5541 mmol; THF 6,06 mL). A purificacdo do cicloaduto 48e foi feita por meio
de uma cromatografia em coluna “flash” com o sistema eluente isopropanol/hexano
com aumento progressivo da polaridade (1:9/1,5:8,5/ 3:7). A massa obtida foi 0,83

g, correspondendo a um rendimento médio de 55%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 48e

RMN de *H (CDCls, &, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

1,39 (t; J = 7,6Hz; 3H); 2,2 (m; 1H); 2,39 (s; 3H); 3,19 (sl; 1H); 4,07 (t; J = 8,4Hz; 1H);
4,38 (m; 2H); 6,24 (sl; 1H); 7,24 (d; J = 8,4Hz; 2H); 7,57 (sl; 2H)

RMN de 3C (CDCl3z, &, ppm, 100 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

14,03 (CHgs); 21,40 (CHs); 28,04 (CH2); 43,12 (CH2); 50,89 (CH); 62,29 (CH2); 96,31
(C-0); 128,06 (C); 129,01 (C); 131,92 (C); 141,26 (C); 152,25 (C=N); 159,94 (C=0);
169,74 (C=0).

V. - ATR (cm?), principais sinais.

2.983, 1.718,1.645, 1.381,1.266; 1.777; 1.124, 1.016, 928, 830
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3.4.4.6. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-
3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 48f

- Solido branco cristalino Ox O _-CH3
- C15H15N306
NN
- MM: 333,29 g/mol /
(0]
- Rf: 0,35 (AcOEt/hexano 1:1) N
- PF: 110°C o~

- Rendimento: 44% NO,

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.4.1.

Os reagentes utilizados foram a enamida endociclica 45f (0,448 g; 2,0539 mmol);
THF seco (10,9 mL); TEA (0,36 mL; 2,6164 mmol); clorooxiimidoacetato de etila 47
(0,36 g; 2,3615 mmol; THF 1,0 mL). A purificacéo do cicloaduto 48f foi feita por meio
de uma cromatografia em coluna flash com o sistema eluente acetato de etila/lhexano

(4:6). A massa obtida foi 0,30 g, correspondendo a um rendimento médio de 44%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 48f

RMN de *H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

1,36 (t; J = 7,2Hz; 3H); 2,24 (m; 1H); 2,42 (dd; J = 6,1Hz; J = 13,3Hz; 1H); 3,21 (ml;
1H); 4,13 (m; 1H); 4,35 (m; 3H); 6,07 (d; J = 7,8Hz; rotamero em 6,91); 7,83 (dl; J =
7,8Hz; 2H); 8,28 (d; J = 8,7 Hz; 2H)

RMN de 3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros. 13,9 (CHs); 27,6
(CH2); 43,5 (CH2); 51,4 (CH); 62,4 (CH2); 95,3 (CH); 123,7 (CH); 129,0 (CH); 140,6
(C); 148,9 (C); 152,4 (C); 159,6 (C=0); 167,5 (C=0).

L.V. (filme, cm), principais sinais.

2.970; 1.722; 1.652; 1.600; 1.524; 1.414; 1.350; 1.272; 1.130; 829.

E.M. - Alta Resolugcdo (m/z), calculado 333,09609, encontrado 333,09763.
Principais sinais.

59.0484 (100%); 76.03306; 101.06232; 120.04708; 150.02432; 150.02432;
218.06591; 234.06628; 316.09288; 333.09763 (M+).
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3.4.4.7. Sintese do éster etilico do acido 6-(3-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-
3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 48g

- Oleo amarelo-alaranjado OO M
- C15H15N306 Ny
- MM: 333,29 g/mol d
N
NO

- Rf: 0,31 (AcOEt/hexano 1:1)

- Rendimento: 79%

o 2

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.4.1.

Os reagentes utilizados foram a enamida endociclica 459 (1,148 g; 5,2612
mmol); THF seco (17,3 mL); TEA (0,92 mL; 6,5805 mmol); clorooxiimidoacetato de
etila 47 (0,9 g; 5,8881 mmol; THF 2,5 mL). A purificacdo do cicloaduto 48q foi feita por
meio de uma cromatografia em coluna flash com o sistema eluente acetato de
etila/hexano (1:1). A massa obtida foi 1,36 g, correspondendo a um rendimento médio
de 79%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 48g

RMN de *H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

1,36 (t; J = 7,0Hz; 3H); 2,25 (m; 1H); 2,43 (dd; J = 5,7Hz; J = 13,2Hz; 1H); 3,23 (mI;
1H; rotdmero em 3,54); 4,15 (t; J = 8,1Hz; 1H); 4,35 (m; 3H); 6,13 (d; J = 5,4Hz; 1H;
rotamero em 6,91); 7,65 (t; J = 8,0Hz; 1H); 7,99 (sl; 1H); 8,30 (d; J = 8,4Hz; 1H); 8,49
(sl; 1H).

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presencga de rotameros.

13,95 (CHgs); 27,54 (CH2); 43,63 (CH2); 51,45 (CH); 62,4 (CH2); 95,4 (CH); 123,12
(CH); 125,4 (CH); 129,73 (CH); 133,8 (CH); 136,42 (C); 147,94 (C); 152,4 (C-N); 159,6
(C=0); 167,15 (C=0).

L.V. (filme, cm™), principais sinais.

2.934, 1.725, 1.657, 1.587, 1.532, 1.478, 1.439, 1.403, 1.350, 1.269, 922, 880.
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3.4.5. Sintese dos alcoois isoxazolinicos 49a-g

3.4.5.1. Sintese do alcool (4-clorofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidro-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona 49a
4 OH
- Oleo incolor viscoso
- C13H13CIN203
- MM: 280,70 g/mol
- Rf: 0,11 (AcOEt/hexano 1:1)

- Rendimento: 65%

o/

2

Cl

A uma solucdo do éster isoxazolinico 48a (1,32 g; 4,0973 mmol) em metanol
seco (110 mL) a 0°C, foi adicionado um equivalente por vez do borohidreto de sédio
(0,46 g; 12,2919 mmol; 3 eq). Decorrida uma hora da adi¢do do primeiro equivalente,
o banho de gelo foi retirado e a reagdo permaneceu sob vigorosa agitacao por mais
uma hora, em temperatura ambiente. O término da reacao foi acompanhado por CCD.
Apods o fim da reacdo, o solvente foi removido. O produto bruto foi solubilizado em
acetato de etila (15 mL) e entéo foi feita extracdo utilizando acetato de etila (3 x 9 mL)
e agua destilada (9 mL). A fase organica foi seca sob sulfato de sodio anidro. Apds a
remocéao do acetato de etila um éleo amarelo foi obtido. A purificacdo do alcool 49a
foi feita por coluna cromatogréfica flash, utilizando como eluente um sistema gradiente
de acetato de etila/hexano (1:1 / 8:2). A massa obtida foi 1,08 g, correspondendo a
um rendimento médio de 65%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 49a

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presencga de rotameros. 2,00 — 2,20 (m,
1H); 2,30 (dd, J = 13 Hz; J = 5,7 Hz; 1H); 2,90 — 3,65 (m, 2H); 4,00 (m, 1H); 4,35 (d; J
=14,1 Hz; 1H); 4,44 (d; J = 14,1; 1H); 5,97 (d; J = 7,0 Hz; 1H) rotdmero em 6,72; 7,40
(d; J =8,1 Hz, 2H); 7,64 (dI; J = 8,0 Hz, 2H).

RMN de 3C (CDCl3s, &, ppm, 75 MHz, t.a.)

26,7 (CH2); 43,4 (CH2) rotamero em 47; 52,6 (CH); 56,8 (CH2); 93,3 (CH) rotamero em
91; 128,6 (CH); 129,6 (CH); 133,3 (C); 136,9 (C); 158,9 (C=N); 169,1 (C=0).

I.V. - FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

3508, 3080, 2970, 2888, 1632, 159, 1505, 1420, 1215, 848.




108

3.4.5.2. Sintese do alcool (4-fluorofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidro-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona 49b

- Oleo incolor viscoso. OH
- C13H13FN203 Ny
_ MM: 264,25 g/mol Jd

2

- Rf: 0,10 (AcOEt/hexano 1:1)

- Rendimento: 96%

o
N\

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.5.1.

Os reagentes utilizados foram o éster isoxazolinico 48b (0,85 g; 2,7637 mmol);
metanol seco (74 mL); borohidreto de sédio (0,314 g; 8,2911 mmol; 3 eq). A
purificac@o do &lcool 49b foi feita por meio de uma cromatografia em coluna flash com
o sistema eluente gradiente de acetato de etila/hexano (1:1 / 8:2). A massa obtida foi

0,69 g, correspondendo a um rendimento médio de 96%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 29b

RMN de *H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,06 (m, 1H); 2,27 (dd; J =12,6; J = 5,7 Hz; 1H); 3,00 (m, 1H) rotamero em 3,40; 4,00
— 4,20 (m, 2H); 4,24 (m, 2H); 5,39 (t; J = 6,0 Hz; 1H OH); 6,03 (d; J = 7,5 Hz; 1H);
rotamero em 6,53; 7,33 (m; 2H); 7,67 (m; 2H).

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

25,9 (CH2) rotamero 27,3; 43,5 (CH2) rotamero 47,4; 52,8 (CH) rotamero 50,8; 55,2
(CH2); 92,7 (CH) rotdmero 90,1; 115,3 (d; J = 21,0 Hz; CH); 130,3 (CH); 132,1 (C);
159,9 (C=N); 164,7 e 161,5 (d; J = 240 Hz, C); 167,9 (C=0);

L.V. - FT (janela de KBr, cm?), principais sinais.

3506, 3052, 2970, 2884, 1639, 1597, 1500, 1415, 1210, 1153, 845



109

3.4.5.3. Sintese do alcool (4-metoxifenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidro-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona 49¢c

- Sélido branco amorfo OH
- C14H16N204
NN
- MM: 276,28 g/mol o/
- Rf: 0,19 (ACOEt/hexano 9:1) N
- PF: 149 °C o7
- Rendimento: 87% o e

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.5.1.

Os reagentes utilizados foram o éster isoxazolinico 48c (2,49; 6,9436 mmol);
metanol seco (186 mL); borohidreto de sédio (0,8 g; 20,8287 mmol; 3 eq;). A
purificacdo do alcool 49c foi feita por meio de uma filtracdo em silica (5 cm de altura
de silica na coluna) com o sistema eluente gradiente de acetato de etila/hexano (1:1/

8:2). A massa obtida foi 1,50 g, correspondendo a um rendimento médio de 87%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 49c

RMN de *H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,05 (m, 1H); 2,26 (dd, J = 13,2Hz, J = 5,6Hz, 1H); 3,22 (sl, 1H) rotamero em 3,34,
3,81 (s, 3H); 3,96 (t, J = 8Hz, 1H); 4,34 (d, J = 14,4Hz, 2H); 4,43 (d, J = 14Hz, 2H);
6,05 (sl, 1H); 6,90 (d, J = 8,4Hz, 2H); 7,64 (sl, 2H)

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

26,91 (CH2); 43,36 (CH2); 52,45 (CH); 55,32 (CH3); 56,83 (CH); 60,37 (CH); 93,69
(CH); 113,57 (C); 127,06 (C); 130,11 (CH); 158,90 (C); 161,57 (C=N); 169,77 (C=0).
V. - ATR (cm?), principais sinais.

3.374; 2.940; 2.881; 2.841; 1.604; 1.513; 1.393; 1.251; 1.172; 1.025; 925; 840
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3.4.5.4. Sintese do alcool (4-terc-butilfenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidro-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona 49d

- S6lido branco amorfo OH
- C17H22N203 Ny
_ MM: 306,36 g/mol d

- Rf: 0,25 (AcOEt/hexano 9:1)

0%
- PF: 152°C CHs
CH,
- Rendimento: 86%
CHj3

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.5.1.

Os reagentes utilizados foram o cicloaduto 48d (3,41 g; 9,9124 mmol); metanol
seco (266 mL); borohidreto de sédio (1,13 g; 29,9644 mmol; 3 eq;). A purificacdo do
alcool 49d foi feita por meio de uma cromatografia em coluna flash com o sistema
eluente de polaridade crescente de acetato de etila’lhexano (4.6 / 7:3). A massa obtida

foi 2,40 g, correspondendo a um rendimento médio de 86%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 49d

RMN de *H (CDCls, &, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

1,31 (s, 9H); 2,07 (m, 1H); 2,27 (dd, J = 13,2Hz, J = 6Hz, 1H); 2,87 (sl, 2H); 3,13 (sl,
1H); 3,95 (sl, 1H); 4,36 (d, J = 13,6Hz, 1H); 4,46 (d, J = 14,4 Hz, 1H); 6,06 (sl, 1H)
rotamero em 6,75; 7,43 (d, J = 8Hz, 2H); 4,61 (sl, 2H)

RMN de 3C (CDCl3s, &, ppm, 100 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

26,92 (CH2); 31,11 (CHs); 34,84 (C); 43,25 (CH2); 52,43 (CH); 56,96 (CH2); 93,68 (CH);
125,25 (CH); 128,00 (CH); 132,06 (C); 154,14 (C); 158,81 (C=N); 170,20 (C=0)

V. - ATR (cm?), principais sinais.

3.301; 2.960;2.906; 1.613; 1.560; 1.427; 1.628; 1.150; 1.039; 967; 846
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3.4.5.5. Sintese do alcool (4-metilfenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidro-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona 49e

. _ OH
- Oleo levemente amarelado viscoso

- C14H16N203 \/N
- MM: 260,28 g/mol o
- Rf: 0,21 (AcOEt/hexano 9:1)
- Rendimento: 72%

CHj3

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.5.1.

Os reagentes utilizados foram o cicloaduto 48e (0,83 g; 2,7486 mmol); metanol
seco (73,8 mL); borohidreto de sddio (0,312 g; 8,3458 mmol; 3 eq;). A purificacao do
alcool 49e foi feita por meio de uma cromatografia em coluna flash com o sistema
eluente isopropanol/hexano (2:8). A massa obtida foi 0,51 g, correspondendo a um

rendimento médio de 72%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 49d

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,06 (m, 2H); 2,26 (dd, J = 13,2Hz, J = 4,8Hz, 1H); 2,36 (s, 3H); 3,12 (sl, 1H); 4,00 (m,
2H); 4,34 (d, J = 14Hz, 2H); 4,44 (d, J = 1,6Hz, 2H); 6,01 (sl, 1H); 7,21 (d, J = 8Hz,
2H); 7,56 (sl, 2H)

RMN de 3C (CDCl3z, &, ppm, 100 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

25,21 (CHs); 26,83 (CHz); 43,26 (CH2); 53,44 (CH); 56,88 (CH2); 64,40 (CH); 93,63
(CH); 128,15 (CH); 128,94 (CH); 132,12 (C); 141,07 (C); 158,84 (C=N); 170,22 (C=0)
I.V. - ATR (cm), principais sinais.

3.380; 2.955; 2.880; 1.611; 1.569; 1.411; 1.266; 1.138; 926, 847
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3.4.5.6. Sintese do alcool (4-nitrofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidro-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona 49f

L. OH
- Sélido amarelo

- C13H13N30s

- MM: 291,25 g/mol

- Rf: 0,20 (AcOEt/hexano 9:1)
- PF: 106°C

- Rendimento: 73% NO2

2
/
O\Z

0
AN

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.5.1.

Os reagentes utilizados foram o cicloaduto 48f (0,574 g; 1,7239 mmol); metanol
seco (46,3 mL); borohidreto de sddio (0,195 g; 5,1717 mmol; 3 eq;). A purificacdo do
alcool 49f foi feita por meio de uma cromatografia em coluna flash com o sistema
eluente de polaridade crescente de acetato de etila/hexano (1:1/ 8:2). A massa obtida

foi 0,36 g, correspondendo a um rendimento de 73%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 49f

RMN de *H (300 MHz; DMSO-Ds; ppm; J (Hz)) &, t.a, presenga de rotameros.
2,23 (m, 2H); 3,08 (m; 1H); 3,70 (m; 1H); 4,24 (m, 1H); 4,28 (sl, 1H); 5,16 (s; 1H;
rotdamero em 5,14); 6,40 (d; J=7,8; 1H); 7,38 (m, 4H).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-Ds, ppm)- DEPT 5, t.a.

26,9 (CHz; rotamero em 27,7); 44,2 (CH2), 50,8 (CH; rotamero em 49,7); 94,2 (CH,;
rotdmero em 95,0); 128,4; 127,9; 127,7; 127,5 (dois CH com rotameros); 136,4 (C);
152,5 (C); 152,6 (C=N; rotamero em 153,3); 159,4 (C=0).

I.V.-F.T. (Pastilha de KBr, cm™) principais sinais.

3406; 3108; 3077; 2954; 1639; 1599; 1523; 1424; 1350; 843.

HRMS - ES- IT- TOF; M*+1

Calculado: 292,0927; Encontrado: 292,0909.
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3.4.5.7. Sintese do alcool (3-nitrofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidro-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona 499
. OH
- Oleo amarelo-alaranjado
- C13H13N30s \/N
- MM: 291,25 g/mol N
- Rf: 0,16 (AcOEt/hexano 9:1) o7 NO,

- Rendimento: 62%

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.5.1.

Os reagentes utilizados foram o cicloaduto 48g (1,367 g; 4,1027 mmol); metanol
seco (110 mL); borohidreto de sodio (0,466 g; 12,3075 mmol; 3 eq;). A purificacdo do
alcool 49q foi feita por meio de uma cromatografia em coluna flash com o sistema
eluente acetato de etila/hexano (1:1). A massa obtida foi 0,74 g, correspondendo a um

rendimento de 62%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 49g

RMN de *H (DMSO-Ds, &, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,16 (m; 1H); 2,35 (m; 1H); 2,80 (sl; 1H); 3,22 (m; 1H; rotamero em 3,52); 4,09 (m;
1H); 4,45 (m; 3H); 5,97 (d; J= 8 Hz; 1H; rotamero em 6,68); 7,64 (t; J= 8 Hz; 1H); 8,03
(d; J= 4 Hz; 1H; rotamero em 7,89); 8,30 (d; J= 8 Hz; 1H); 8,51 (s; 1H; rotdmero em
8,36)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 100 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

26,71 (CHgz; rotamero em 28,10); 43,95 (CHgz; rotamero em 47,70); 53,14 (CH,;
rotdmero em 51,35); 56,97 (CH2); 93,17 (CH; rotamero em 90,99); 123,35 (CH);
125,44 (CH); 129,86 (CH); 134,20 (CH); 136,86 (C); 148,07 (C-NO2); 159,11 (C);
167,76 (C=0)

IV - FT (ATR, cm™Y), principais sinais.

3.393; 3.090; 2.874; 1.616; 1.527; 1.343; 712
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3.4.6. Sintese dos aldeidos isoxazolinicos 52a-g

3.4.6.1. Sintese do 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-carbaldeido 52a

- Sélido amorfo amarelo claro H.__O
2
- C13H11CIN203
AN
- MM: 278,69 g/mol d
- Rf: 0,43 (AcOEt/hexano 2:3) N
- Ponto de fusdo: 124 °C o™
- Rendimento: 95% cl

O cloreto de oxalila 50 (0,246 mL; 2,8779 mmol) foi solubilizado em um baléo de
fundo redondo com diclorometano seco (5,2 mL) em atmosfera de argonio e A -70 °C.
Apos estabilizacdo da temperatura € adicionada de uma so vez a solu¢cdo de DMSO
51 (0,411 mL; 5,7783 mmol) em 1,23 mL de CH2Clz, preparada previamente. Apos 2
minutos, a solucao do alcool isoxazolinico 49a (0,648 g; 2,3247 mmol; CH2Cl2 1,44
mL) foi adicionada gota a gota durante 5 minutos. Apés a adicdo do alcool 49a a
reacao foi mantida sob agitacdo por 15 minutos e em seguida foi adicionada a
trietilamina (1,64 mL; 11,6972 mmol). Apds 5 minutos da adicdo da TEA o término da
reacdo foi verificado por CCD. Por fim, &gua destilada foi adicionada ao meio reacional
e extracdo com CH2Clz (3 x 10 mL) foi realizada. Ap6és secagem da fase orgénica com
sulfato de sopdio anidro e remocao do solvente, o produto bruto foi purificado através
de uma filtracdo em silica (5 cm de altura de silica na coluna) com o sistema eluente
acetato de etila/hexano (4:6). O rendimento obtido foi 95%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 52a

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,00 — 2,40 (m, 2H); 3,07 (m, 1H) rotamero em 3,94; 4,16 (m, 2H); 6,30 (d; J = 6,6 Hz;
1 H) rotamero em 6,81; 7,61 (sl; 4H); 9,81 (s, 1H).

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.),presenga de rotameros.

26,2 (CHz; rotdmeros em 27,6); 43,6 (CHz; rotamero em 46,7); 48,6 (CH; rotamero em
47,3); 96,9 (CH; rotamero em 94,0); 128,6 (CH); 129,6; (CH);

IV - FT (pastilha de KBr, cm™), principais sinais.

3030, 2980, 2861, 1650, 1626, 1580, 1398, 1250, 1090, 915, 843.
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3.4.6.2. Sintese do 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-carbaldeido 52b

- Sélido amorfo levemente amarelo claro A

- C13H11FN20s3 Ny

- MM: 262,23 g/mol d

- Rf: 0,45 (AcOEt/hexano 2:3) |

- PF: 112-115°C °

- Rendimento: 96% F

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.6.1.

Os reagentes utilizados foram o alcool 49b (0,3 g; 1,135 mmol; CH2Cl2 0,7 mL);
cloreto de oxalila 50 (0,12 mL; 1,4059 mmol; CH2Cl2> 2,62 mL); DMSO seco 51 (0,2
mL; 2,822 mmol; CH2Cl2 0,6 mL); trietilamina (0,8 mL; 5,7123 mmol). A purificacdo do
aldeido 52b foi feita por meio de cromatografia em coluna flash com o sistema eluente
de acetato de etila’/hexano (3:7). A massa obtida foi 0,29 g, correspondendo a um

rendimento de 96%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 52b

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,10-2,20 (m,2H); 3,13 (sl, 1H) rotdmero em 3,66; 4,04 (t, J = 8,1Hz, 1H); 4,44 (sl, 1H);
6,24 (sl, 1H); 7,12 (t; J= 8,4Hz, 2H); 7,69 (sl, 2H); 9,88 (s,1H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,3 (CH2); 43,4 (CH2); 48,4 (CH); 97,1 rotdmero em 94,3; 115,6 (d, J = 21Hz; CH),
130,5 (CH); 132,0 (C); 159,1 (C=N); 162,5 e 165,8 (d, J = 250 Hz, C); 168,6 (C=0);
185,2 (C=0)

IV - FT (pastilha de KBr, cm?), principais sinais.

3.048, 2.960, 2.857, 1.700, 1.626, 1.388, 1.230, 854.
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3.4.6.3. Sintese do  6-(4-metoxibenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-carbaldeido 52c

- Sélido amorfo levemente amarelado H

_0
- C14H14N204
- MM: 274,27 g/mol SN
_Rf: 0,36 (ACOEt/hexano 1:1) N
- PF: 119 °C o7
- Rendimento: 86% _CHs

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.6.1.

Os reagentes utilizados foram o alcool 49¢ (1,5 g; 5,4438 mmol; CH2Cl2 3,36
mL); cloreto de oxalila (0,58 mL; 6,7433 mmol 50; CH2Cl2> 12,52 mL); DMSO seco 51
(0,96 mL; 13,5342 mmol; CH2Cl2 2,9 mL); trietilamina (3,85 mL; 27,4561 mmol). A
purificacdo do aldeido 52c foi feita por meio de fitracdo em coluna de silica (5 cm de
silica) com o sistema eluente acetato de etila/hexano (3:2). A massa obtida foi 1,28 g,

correspondendo a um rendimento de 86%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 52c¢

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.).

2,13 — 2,30 (m, 2H); 3,16 (s, 1H); 3,83 (s, 3H); 4,00 (t, J = 8,7Hz, 1H); 6,93 (d, J =
7,2Hz, 2H); 7,64(d, J = 7,6Hz, 2H); 9,88 (s, 1H)

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.).

27,62 (CH2); 47,87 (CH2); 55,37 (CHs); 113,70 (CH); 126,77 (C); 130,08 (CH); 159,33
(C=N); 169,26 (C=0): 185,26 (C=0)

V. - ATR (cm?), principais sinais.

2.967; 2.889; 2.857; 1.703; 1.607; 1.576; 1.393; 1.253; 1.178; 1.033; 918; 843
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3.4.6.4. Sintese do 6-(4-terc-butilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-carbaldeido 52d

- Solido amorfo levemente amarelado N
- C17H20N203 Ny
- MM: 300,35 g/mol d
_Rf: 0,46 (AcOEt/hexano 1:1) N
=
- PF: 107 °C © CH,
CH
- Rendimento: 45% ’
CHj3

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.6.1.

Os reagentes utilizados foram o alcool 49d (2,4 g; 7,9979 mmol; CH2Cl2 4,95
mL); cloreto de oxalila 50 (0,85 mL; 9,9004 mmol; CH2Cl2 22,15 mL); DMSO seco 51
(1,41 mL; 19,8796 mmol; CH2Cl2 4,24 mL); trietilamina (5,64 mL; 40,2423 mmol). A
purificacdo do aldeido 52d foi feita por filtracdo em silica (5 cm de altura de silica na
coluna) com o sistema eluente acetato de etila/hexano (3:7). A massa obtida foi 1,07

g, correspondendo a um rendimento de 45%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 52d

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presencga de rotameros.

1,32 (s, 9H); 2,12 — 2,31 (m, 2H); 3,15 (sl, 1H) rotdmero em 3,90; 4,00 (t, J = 8,4Hz,
1H); 5,16 (s, 1H) rotamero em 6,27; 7,45 (d, J = 8,4Hz, 2H); 7,59 (sl, 2H); 9,89 (s, 1H)
RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.).

27,53 (CH2); 31,10 (CHs); 34,88 (CH2); 43,14 (C); 48,13 (CH); 68,95 (CH2

); 97,40 (CH); 125,39 (CH); 127,84 (CH); 131,75 (C); 154,46 (C=N); 169,70 (C=0);
185,27 (C=0)

I.V. - ATR (cm?), principais sinais.

2.962; 2.871; 1.694; 1.646; 1.574; 1.386; 1.269; 1.140; 931; 847
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3.4.6.5. Sintese do 6-(4-metilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-carbaldeido 52e

- Sélido amorfo amarelo claro =
- C14H14N203

- MM: 258,27 g/mol

- Rf: 0,36 (AcOEt/hexano 1:1)
- PF: 138 °C

- Rendimento: 70% CHj

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.6.1.

Os reagentes utilizados foram o alcool 49e (0,54 g; 2,0749 mmol; CH2Cl2 1,28
mL); cloreto de oxalila 50 (0,22 mL; 2,5696 mmol; CH2Cl2 4,64 mL); DMSO seco 51
(0,36 mL; 5,1579 mmol; CH2Cl2 1,10 mL); trietilamina (1,46 mL; 10,4406 mmol). A
purificacdo do aldeido 52e foi feita por filtracdo em silica (5 cm de altura de silica na
coluna) com o sistema eluente acetato de etila/hexano (6:4). A massa obtida foi 0,37

g, correspondendo a um rendimento de 70%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 52e

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.).

2,20 (m, 2H); 2,38 (s, 3H); 3,14 (sl, 1H); 4,01 (t, J = 8,1Hz, 1H); 4,45 (sl, 1H); 6,30 (sl,
1H); 7,24(d, J = 7,5 Hz, 2H); 7,55 (sl, 2H); 9,88 (s, 1H)

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.).

21,41 (CHs); 27,50 (CH2); 43,31 (CHz); 48,16 (CH); 97,50 (CH); 127,98 (CH); 129,07
(CH); 131,78 (C); 141,39 (CH); 159,50 (C=N); 169,71 (C=0); 185,26 (C=0).

V. - ATR (cm?), principais sinais.

2.986; 2.865; 1.702; 1.583; 1.392; 1.260; 1.167; 920; 833
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3.4.6.6. Sintese do 6-(4-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-carbaldeido 52f

- Sélido amorfo amarelo claro H

_0
- C13H11N30s5
NN
- MM: 289,24 g/mol C)/
- Rf: 0,45 (AcOEt/hexano 2:3) N
-PF:81°C o
- Rendimento: 54% NO,

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.6.1.

Os reagentes utilizados foram o alcool 49f (0,365 g; 1,2545 mmol; CH2Cl2 0,776
mL); cloreto de oxalila 50 (0,132 mL; 1,5420 mmol; CH2Cl> 2,8 mL); DMSO seco 51
(0,22 mL; 3,1182 mmol; CH2Cl> 0,66 mL); trietilamina (0,885 mL; 6,3124 mmol). A
purificacdo do aldeido 52f foi feita por cromatografia em coluna flash com o sistema
eluente acetato de etila/hexano (1:1). A massa obtida foi 0,2 g, correspondendo a um

rendimento de 54%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 52f
RMN de *3C e 'H (DMSO-D6, &, ppm, 300 MHz, t.a.).

Substancia degradou em solucéo, porém, sinal em 9,79 ppm, referente ao hidrogénio

aldeidico aparece, em RMN !H, assim como o sinal 186,1; referente ao carbono
aldeidico em RMN 13C. A anélise de RMN sera repetida imediatamente apds a diluicdo
da amostra.

I.V. - FT (pastilha de KBr, cm™?), principais sinais.

3080, 2986, 2862, 1702, 1625, 1580, 1389, 1266; 1167, 1090; 921, 841; 759; 484.
HRMS- ES- IT- TOF; M*+1

Encontrado: 290,0771; Calculado: 396,1469.



120

3.4.6.7. Sintese do 6-(3-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-carbaldeido 52gq

- Sélido amorfo amarelo claro H.__O
7
- C13H11N30s
NN
- MM: 289,24 g/mol d
- Rf: 0,21 (AcOEt/hexano 1:1) N
- PF: 51°C o7 NO2

- Rendimento: 70%

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.5.6.7.

Os reagentes utilizados foram o alcool 499 (0,746 g; 2,5643 mmol; CH2Cl2 1,6
mL); cloreto de oxalila 50 (0,272 mL; 3,1757 mmol; CH2Cl2 5,75 mL); DMSO seco 51
(0,45 mL; 6,3745 mmol; CH2Cl2 1,36 mL); trietilamina (1,81 mL; 12,9033 mmol). A
purificacdo do aldeido 529 foi feita por filtracdo em silica (5 cm de altura de silica na
coluna) com o sistema eluente acetato de etila/hexano (6:4). A massa obtida foi 0,52

g, correspondendo a um rendimento de 70%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 529

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,15 - 2,40 (m, 2H); 3,02 (sl, 1H); 4,10 (m, 1H); 4,41 (sl, 1H); 5,05 (s, 1H) rotamero
em 6,19; 6,67 (t, J = 7,5Hz, 1H); 8,02 (sl, 1H); 8,34 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 8,51 (sl, 1H);
9,09 (s, 1H)

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,03 (CHz); 43,82 (CH2); 48,84 (CH); 96,47 (CH); 123,07 (CH); 125,59 (CH); 129,85
(CH); 133,79 (C); 136,36 (CH); 148,02 (C); 159,00 (C-NO2); 167,14 (C=N); 171,00
(C=0); 184,97 (C=0)

I.V. - ATR (cm), principais sinais.

3.087; 2.961; 2.881; 1.647; 1.577; 1.529; 1.396; 1.347; 876; 719




3.4.7. Sintese datiazolidina-2,4-diona 53

- Solido branco cristalino

- C3HsNO>S /Qﬁ%’
- MM: 117,12 g/mol 72

- Rf: 0,38 (Ciclohexano/Acetato de etila — 7:3)
- PF: 126 — 128 °C

- Rendimento: 57%
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Uma mistura de tiouréia 24 (13 g; 0,1704 mol) e do acido monocloroacético 25

(16 g; 0,1704 mol), em 40 mL de &gua destilada, foi levada a refluxo por 25 horas. O

término da reacédo foi verificado por CCD e entdo a reacdo bruta foi colocada em

refrigerador durante a noite. Posteriormente, o solido formado foi filtrado e

recristalizado em agua. A massa obtida foi 11,4 g, correspondendo a um rendimento

de 57%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 53

RMN de 'H (DMSO-ds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.)
4,139 (s; 2H); 12,004 (s; 1H)

RMN de 3C (DMSO-ds, 8, ppm, 100 MHz, t.a.)
39,97 (CH2); 173,24 (C=0): 174,01 (C=0)

IV (ATR), cm™?

3.105; 3.020; 2.997; 1.732; 1.643; 1.336; 1.159; 889
MS (ESI), m/z (%)

78,2 (M+1); 115,9 (M-1)
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3.4.8. N-acilacao da tiazolidina-2,4-diona 53

3.4.8.1. Sintese da 3-[2-(4-clorofenil)-2-oxoetil]-1,3-tiazolidina-2,4-diona 55a

Solido branco Cw¢o
C11HsCINOsS Vam

MM: 269,70 g/mol

Rf: 0,5 (Ciclohexano / Acetato de etila — 4:1)

Pf. 119,7-121,0 °C

Rendimento: 44,6% cl

(o—

Em uma suspenséao de tiazolidina-2,4-diona 53 (0,585 g; 5 mmol) em etanol (8
mL) foi adicionado NaOH (0,24 g; 6 mmol), a suspensao branca resultante ficou sob
agitacdo durante 10 minutos, quando foi adicionado o 2-bromo-4-cloroacetofenona
54a (1,167 g; 5 mmol). Apos refluxo de uma hora e remocédo do solvente, ocorreu
preciitacdo do NaBr ap6s adicdo do acetato de etila que foi evaporado e a mistura
resultante foi adicionado etanol. Um precipitado branco se formou. Posteriormente o
precipitado foi filtrado em funil sinterizado e lavado com etanol. Foi obtido 0,6 g de um

sélido branco, correspondendo a um rendimento de 44,6%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 55a

RMN de 'H (DMSO-ds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.)

4,398 (s; 2H); 5,136 (s; 2H); 7,662 (d; J= 8,4 Hz; 2H); 8,075 (d; J= 8,4 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-ds, 8, ppm, 100 MHz, t.a.)

34,01 (CH2); 47,42 (CH2) 129,08 (2CH); 130,11 (2CH); 132,51 (C); 139,25 (C-CI);
171,50 (C=0); 171,80 (C=0); 190,52 (C=0)

IV (ATR), cm™?

1.753; 1.672; 1.568; 1.379; 1.155; 983; 831; 786

MS (ESI), m/z (%)

270,0 (M+1)
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3.4.8.2. Sintese da 3-[2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil]-1,3-tiazolidina-2,4-diona 55b
Solido amarelo-alaranjado S>7O
C11HsN20s5S //QN

MM: 280,25 o

Rf: 0,25 (Ciclohexano / Acetato de etila — 3:2) ©

Pf. 151,5°C

Rendimento: 78,5% NO,

O procedimento da reacéo é semelhante ao do item 3.4.8.1.

Os reagentes utilizados foram tiazolidina-2,4-diona 53 (0,585 g; 5 mmol; 1 eq.),
NaOH (0,24 g; 6 mmol); 2-bromo-4-nitro-acetofenona 54b (1,284 g; 5 mmol) e etanol
(4 mL).

A purificagao do produto foi feita por cromatografia em coluna “Flash” automatica
utilizando um gradiente de solventes: acetato de etila/ciclohexano (3:7) e em seguida
acetato de etila/ciclohexano (1:1). Foi obtido 1,1 g de um sélido amarelo-alaranjado,
correspondendo a um rendimento de 78,5%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 55b

RMN de 'H (DMSO-ds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.)

4,414 (s; 2H); 5,239 (s; 2H); 8,297 (d; J= 8,8 Hz; 2H); 8,386 (d; J= 8,8 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-ds, 8, ppm, 100 MHz, t.a.)

34,08 (CH2); 47,78 (CH2); 123,97 (2CH); 129,76 (2CH); 138,36 (C); 150,52 (C-NO2);
171,48 (C=0); 171,81 (C=0); 191,06 (C=0)

IV (ATR), cm™

2.987; 2.945; 1.749; 1.674; 1.600; 1.514; 1.344; 1.317; 1220; 1.155; 852

MS (ESI), m/z (%)

279,2 (M-1)
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3.4.8.3. Sintese da 3-[2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil]-1,3-tiazolidina-2,4-diona 55¢

Solido branco S °
v7

C11HsFNO3S //QN

MM: 253,24 g/mol 0O

Rf: 0,25 (Ciclohexano / Acetato de etila — 7:3)

Pf. degradou

Rendimento: 48,5% F

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.8.1.

Os reagentes utilizados foram tiazolidina-2,4-diona 53 (0,585 g; 5 mmol), NaOH
(0,24 g; 6 mmol; 1,2 eq.), 2-cloro-4-flior-acetofenona 54c (0,863 g; 5 mmol) e etanol
(4 mL). Ao término, a suspencéo resultante foi filtrada. O primeiro precipitado retirado
foi o NaCl, em seguida, o filtrado foi evaporado e entdo etanol foi adicionado, um
segundo precipitado se formou. A mistura foi filtrada em funil sinterizado e o
precipitado foi também lavado com etanol. A massa obtida foi 0,61 g de um solido

branco.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 55c¢

RMN de 'H (DMSO-ds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.)

4,399 (s; 2H); 5,134 (s; 2H); 7,422 (ft; J'= J’= 8,8 Hz; 2H); 8,155 (dd; J=5,6 Hz; J"=
8,4 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-ds, 8, ppm, 100 MHz, t.a.)

34,03 (CH2); 47,41 (CH2); 116,08 (d; J= 21 Hz; 2CH); 130,62 (d; J= 3 Hz; C); 131,37
(d; J= 10 Hz; 2CH); 165,60 (d; J= 251 Hz; C-F); 171,56 (C=0); 171,85 (C=0); 190,01
(C=0)

IV (ATR), cm™

3.076; 1.751; 1.672; 1.595; 1.228; 1.155; 835

MS (ESI), m/z (%)

254,0 (M+1); 252,2 (M-1)
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3.4.9. Condensacado dos aldeidos isoxazolinicos 52a-g com a tiazolidina-2,4-
diona 53 e derivados 55a-c

3.4.9.1. Sintese da (Z)-5-((6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 56a
JS 1 H
- Sélido branco amorfo o\ J
- C16H12CIN304S [ —0
H / S>
- MM: 377,80 g/mol
- Rf: 0,13 (ACOEt/hexano 1:1) SN
O
- PF: 234 — 237°C (carbonizou logo ap6s a fuséo) N
- Rendimento: 24% o”
Cl

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados a tiazolidina-2,4-diona 53 (0,1
g; 0,3588 mmol) e o acetato de sddio anidro (1,19 g; 1,1713 mmol). Separadamente
foi pesado o aldeido isoxazolinico 52a (01 g, 0.3588 mmol). Ao baldo contendo a
tiazolidina-2,4-diona 53 e o0 acetato de sédio, foram adicionados o acido acético glacial
(0,71 mL) e ap6s homogeneizacéo o aldeido 52a foi adicionado. A mistura foi aquecida
a 130°C. O término da reacdo foi verificado ap6s duas horas, a partir do inicio do
refluxo, por CCD.

Apos resfriamento, a temperatura ambiente, foi adicionada agua destilada. O
precipitado formado, juntamente com o sobrenadante foram transferidos para um tubo
de ensaio e centrifugado. O sobrenadante aquoso foi retirado e o solido restante
sofreu lavagens sucessivas com acetato de etila, seguidas de centrifugagdo. O
procedimento de lavagens foi realizado até o sobrenadante ficar incolor. Ap6s a
lavagem/centrifugacéo com acetato de etila, o processo foi repetido utilizando etanol.
Por fim, foi feita uma filtragdo em carvao ativado sob acetato de etila. Apds a filtracao,
o carvao foi lavado com acetato de etila para a retirada de resquicios do produto que
ficaram adsorvidos a superficie. O processo de lavagem/centrifugacdo deve ser
realizado até obtencdo do solido branco. A massa obtida foi 0,06 g, sendo o

rendimento obtido 24%.
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DADOS ESPECTOMETRICOS DE 56a

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.)

2,17 (sl, 2H); 4,22 (t, J = 8,1Hz, 1H); 6,19 (sl, 1H) rotamero em 6,70; 7,29 (s, 1H); 7,59
(sl, 4H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

27,09 (CH2); 43,34 (CHz) rotamero em 47,02; 50,67 (CH) rotamero em 52,56; 94,97
(CH); 16,64 (CH); 128,50 (CH); 129,60 (CH); 131,60 (C); 134,14 (C); 135,35 (C);
156,39 (C=N); 166,41 (C=0); 167,65 (C=0); 168,78 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

3.135; 3.051; 2.786; 1.741; 1.693; 1.636; 1.533; 1.415; 935; 840

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 378,0315; encontrado 378,0316
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3.4.9.2. Sintese da (2)-5-((6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 56b

- Soélido bege claro NG

- C16H12FN304S H /[S>:O
- MM: 361,34 g/mol

- Rf: 0,42 (ACOEt/hexano 1:1) SN

- PF: 234,7 — 236,4°C (carbonizou logo apés a fusao) N 0

- Rendimento: 36% o

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52b (0,250 g; 0,9533
mmol), o acetato de sédio anidro (0,313 g; 3,1649 mmol); a tiazolidina-2,4-diona 53
(0,112 g; 0,9533 mmol) e o acido acético glacial (1,9 mL). Para a purificacdo foram
feitas lavagens em acetato de etila e posteriormente etanol, seguidas de
centrifugacdes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior
aproveitamento. A massa obtida foi 0,1234 g, sendo o rendimento obtido 36%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 56b

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,18 (m; 2H); 3,00 (sl; 1H); 4,14 (sl; 1H); 4,23 (m; 1H); 6,22 (sl; 1H; rotamero em 6,72);
7,30 (m; 3H); 7,67 (sl; 2H); 12,65 (sl; 1H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

27,06 (CH2); 43,36 (CH2); 52,54 (CH; rotamero em 50,66 ); 95,06 (CH); 115,39 (d; J?=
21,75 Hz; 2CH); 116,69 (CH); 130,31 (d; J3= 9 Hz; 2CH); 131,53 (C); 131,82 (d; J*=
3,75 Hz; C); 156,40 (C); 163,19 (d; J1= 246,75 Hz; C-F); 166,43 (2C=0); 168,79 (C=0)
IV —ATR (cm™), principais sinais.

3.150; 3.051; 1.743; 1.692; 1.652; 1.614; 1.602; 841.

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado: 362,0610; encontrado 362,0606
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3.4.9.3. Sintese da (2)-5-((6-(4-metbdxibenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 56¢

- Solido amorfo branco 0 /
NN
- C17H15N305S [ _
17M115IN3U5 H _ S> o
- MM: 373,38 g/mol
- Rf: 0,2 (AcOEt/hexano 4:1) \/N
- PF: 216,7°C v °
- Rendimento: 41% oF
O/CH3

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.5.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52c (0,2 g; 0,729 mmol), o
acetato de sodio anidro (0,239 g; 2,4204 mmol); a tiazolidina-2,4-diona 53 (0,08 g;
0,729 mmol) e o acido acético glacial (1,46 mL). Para o isolamento, quando a reagao
chegou em temperatura ambiente foram feitas lavagens/centrifugacdo com acetato de
etila, o processo foi repetido utilizando etanol. A massa obtida foi 0,053 g, sendo o
rendimento obtido 41%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 56¢

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.)

2,16 (sl, 2H); 2,99 (sl 1H) rotdmero em 3,34; 3,81 (s, 3H); 4,21 (m, 1H); 6,55 (sl, 1H)
rotamero em 6,74; 7,01 (d, J = 8,4Hz, 2H); 7,30 (s, 1H); 7,59 (d, J = 8,1Hz, 2H); 12,66
(sl, 1H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

26,3 (CH2); 43,3 (CH2); 55,3 (CH3); 95,1 (CH); 113,2 (CH); 116,7 (CH); 127,2 (C);
127,7 (CH); 131,37 (C); 156,0 (C-S); 161,2 (C=N); 166,4 (C=0); 168,3 (C=0); 168,7
(C=0)

IV — ATR (cm™), principais sinais.

3.124; 2.984, 2.757; 1.753; 1.703; 1.600; 1.567; 1.538; 1.431; 1.368; 1.256; 1.172;
1.136; 1.020; 838; 762

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 374,0810; encontrado 374,0813
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3.4.9.4. Sintese da (2)-5-((6-(4-terc-butilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 56d

- Solido amorfo branco o\ N
- C20H21N304S H [ >:o
s

- MM: 399,46 g/mol

- Rf: 0,32 (ACOEt/hexano 4:1) SN

- PF: 243°C (carbonizou em 255°C) N °

- Rendimento: 68% o
CHy

CH,

CHj

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52d (0,2 g; 0,6658 mmol),
0 acetato de sddio anidro (0,218 g; 2,2104 mmol); a tiazolidina-2,4-diona 53 (0,078 g;
0,6658 mmol) e o acido acético glacial (1,33 mL). A massa obtida foi 0,181 g, sendo o

rendimento obtido 22%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 56d

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.)

1,30 (s, 9h); 2,15 (sl, 1H); 2,97 (sl, 1H) rotamero em 3,52; 3,3 (s, 2H); 4,21 (m, 1H);
6,23 (sl, 1H) rotamero em 6,72; 7,30 (s, 1H); 7,51 (s, 4H); 12,66 (sl, 1H)

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 400 MHz, 65°C)

1,31 (s, 9H); 2,15 (m, 2H); 3,12 (sl, 1H); 3,95 (m, 1H); 4,20 (t, J = 7,6Hz; 1H); 6,42 (s,
1H); 7,27 (s, 1H); 7,52 (sl, 4H); 12,38 (s, 1H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 100 MHz, t.a.)

27,2 (CH2); 30,8 (CHs); 34,5 (C); 43,1 (CH2) rotamero em 47,0; 50,4 (CH) rotamero
em 52,3; 92,3 (CH) rotamero em 95,2; 116,7 (C); 125,0 (CH); 127,5 (CH); 131,4 (CH);
132,4 (CH); 153,2 (C); 156,2 (C=N); 166,5 (C=0); 168,7 (C=0)

RMN de 13C (DMSO-Ds, &, ppm, 100 MHz, 65°C)

27,4 (CH2); 30,6 (CH3s); 34,2 (C); 43,2 (CH2); 51,1 (CH); 94,4 (CH); 116,5 (C); 124,7
(CH); 127,1 (CH); 131,1 (CH); 132,3 (CH); 153,0 (C); 155,8 (C=N); 166,0 (C=0); 168,1
(C=0); 168,4 (C=0)
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IV —ATR (cm™), principais sinais.

3.130; 3.041; 2.962; 2.761; 1.759; 1.702; 1.611; 1.538; 1.420; 1.364; 1.274; 1.146;
907, 856; 672

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 400,1331; encontrado: 400,1330
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3.4.9.5. Sintese da (2)-5-((6-(4-metilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 56e
H
- Solido branco amorfo O\ N/
- C17H15N304S H [S>:O
- MM: 357,38 g/mol Ny
- Rf: 0,25 (AcOEt/hexano 1:1) O/
- PF: 212,8 — 213,3°C N
- Rendimento: 40,5% o
CH,

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52e (0,150 g; 0,5807
mmol), o acetato de sddio anidro (0,1905 g; 1,9279 mmol); a tiazolidina-2,4-diona 53
(0,0688 g; 0,5807 mmol) e o &cido acético glacial (1,1 mL). A massa obtida foi 0,084

g, sendo o rendimento obtido 40,5%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 56e

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,16 (m; 2H); 2,35 (s; 3H); 2,98 (sl; 1H); 4,12 (sl; 1H); 4,22 (m; 1H); 6,23 (sl; 1H;
rotdmero em 6,71); 7,28 (sl; 2H); 7,30 (s;1H); 7,49 (sl; 2H); 12,66 (sl; 1H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

20,96 (CHgs); 27,19 (CH2); 43,30 (CH); 52,41 (CH); 95,25 (CH); 116,76 (CH); 127,69
(2CH); 128,86 (2CH); 131,40 (C); 132,47 (C); 140,45 (C); 156,32 (C); 166,40 (2C=0);
168,78 (C=0)

IV — ATR (cm), principais sinais.

2.956; 1.756; 1.715; 1.703; 1.594; 1,568; 1.429; 676

HRMS (MALDI-TOF) m/z: calculado 358,0861; encontrado 358,0865




132

3.4.9.6. Sintese da (2)-5-((6-(4-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 56f

- Solido amorfo bege claro O\ N
- C16H12N406S H /[S>:O
- MM: 388,35 g/mol
- Rf: 0,45 (AcOEt/hexano 7:3) SN
- PF: 248,4 — 249,6°C N °
- Rendimento: 27% o”
NO,

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52f (0,150 g; 0,5186
mmol), o acetato de sddio anidro (0,1157 g; 1,7014 mmol); a tiazolidina-2,4-diona 53
(0,61 g; 0,5186 mmol) e o acido acético glacial (1,0 mL). Para a purificacdo foram
feitas lavagens em etanol e posteriormente metanol seguidas de centrifugacées. O
sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento. A
massa obtida foi 0,0545 g, sendo o rendimento obtido 27%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 56f

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,19 (sl; 2H); 3,05 (m; 1H); 4,10 (m; 1H); 4,25 (sl; 1H); 6,15 (d; J= 6 Hz; 1H; rotamero
em 6,69); 7,27 (s; J=9 Hz; 2H; 8,33 (d; J= 9 Hz; 2H); 12,39 (N-H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

27,04 (CHz; rotdmero em 28,37); 43,57 (CH2); 52,81 (CH; rotamero em 50,99); 94,66
(CH; rotamero em 92,27); 116,52 (CH); 123,77 (2CH); 129,11 (2CH); 132,01 (C);
141,46 (C); 148,47 (C-NO2); 156,52 (C); 166,68 (C=0); 167,53 (C=0); 168,96 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

3.133; 3.018; 2.794; 1.743; 1.687; 1.659; 1.618; 1.601; 1.520; 1.351; 845; 820

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 389,0555; encontrado 389,0628
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3.4.9.7. Sintese da (2)-5-((6-(3-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 569
H
- Sélido amorfo amarelo claro O\ N
- C16H12N4O6S H ES>:O
- MM: 388,35 g/mol
- Rf: 0,42 (ACOEt/hexano 7:3) \O/N
- PF: 224,2 — 225°C N
- Rendimento: 37% 0 "oz

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 529 (0,145 g; 0,5013
mmol), o acetato de sddio anidro (0,1115 g; 1,6542 mmol); a tiazolidina-2,4-diona 53
(0,0585 g; 0,5013 mmol) e o acido acético glacial (1,0 mL). Para a purificacdo foram
feitas lavagens em etanol e posteriormente metanol, seguidas de centrifugacfes. O
sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento. A
massa obtida foi 0,72 g, sendo o rendimento obtido 37%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 564

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,21 (sl; 2H); 3,04 (sl; 1H); 4,13 (sl; 1H); 4,25 (s; 1H); 6,22 (d; J= 9 Hz; 1H; rotamero
em 6,70); 7,29 (s; 1H); 7,81 (t; J= 9 Hz; 1H); 8,03 (d; J= 6 Hz; 1H); 8,30 (s; 1H); 8,38
(d; J=12 Hz; 1H); 12,39 (sl; N-H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,10 (CH2); 43,60 (CH2); 52,79 (CH); 94,82 (CH); 116,60 (C); 122,44 (CH); 125,27
(CH); 130,42 (CH); 134,20 (CH); 136,86 (CH); 147,61 (C-NO2); 156,52 (C); 166,51
(C=0); 166,98 (C=0); 168,85 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

3.043; 1.743; 1.694; 1.636; 1.613; 1.535; 1.325; 718

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 389,0555; encontrado 389,0556
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3.4.9.8. Sintese da (Z)-5-((6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 57a

Cl

- Solido branco amorfo

- C24H17CI2N30sS

- MM: 530,37 g/mol o b
- Rf: 0,32 (AcOEt/hexano 1:1) H /Es —°
- PF: 217,8 - 218,9°C N

- Rendimento: 55%

O procedimento da reacéo é semelhante ao do item 3.5.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52a (0,150 g; 0,5394
mmol), o acetato de sodio anidro (0,160 g; 1,6182 mmol); a 3-(2-(4-clorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55a (0,145 g; 0,5394 mmol) e o acido acético glacial (1,0
mL). Para a purificagéo foram feitas lavagens em etanol seguida de centrifugacées. O
sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento. A

massa obtida foi 0,157 g, sendo o rendimento obtido 55%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57a

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,22 (sl; 2H); 3,04 (sl; 1H); 4,13 (sl; 1H); 4,28 (sl; 1H); 5,32 (s; 2H); 6,26 (sl; 1H;
rotdmero em 6,75); 7,63 (m; 7H); 8,10 (d; J= 9 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,10 (CH2); 43,40 (CH2); 47,77 (CH2); 52,50 (CH); 95,20 (CH); 118,80 (CH); 128,50
(2CH); 129,18 (2CH); 129,57 (2CH); 130,28 (2CH); 132,38 (2C); 134,12 (C); 135,29
(C); 139,47 (C); 156,48 (C); 164,32 (C=0); 167,89 (2C=0); 190,47 (C=0)

IV — ATR (cm), principais sinais.

3.033; 2.943; 1.742; 1.683; 1.651; 1.644; 1.614; 1.589; 1.090; 840; 730

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 530,0344; encontrado 530,0030




135

3.4.9.9. Sintese da (Z)-5-((6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 57b
NO,
- Sélido laranja amorfo
- C24H17CIN4O7S

- MM: 540,93 g/mol \[N>\ °
. . H~s”

- Rf: 0,19 (AcOEt/hexano 1:1)

- PF: 186,2°C SN

- Rendimento: 69,3% N

O procedimento da reacéo é semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52a (0,120 g; 0,4315
mmol), o acetato de sédio anidro (0,096 g; 1,4239 mmol); a 3-(2-(4-nitrofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55b (0,121 g; 0,4315 mmol) e o &cido acético glacial (0,82
mL). Para a purificagéo foram feitas lavagens em etanol seguida de centrifugacées. O
sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento. A

massa obtida foi 0,161 g, sendo o rendimento obtido 69,3%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57b

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,23 (sl; 2H); 3,04 (sl; 1H); 4,13 (sl; 1H); 4,28 (m; 1H); 5,42 (s; 2H); 6,26 (sl; 1H;
rotdmero em 6,75); 7,55 (s; 1H); 7,62 (m; 4H); 8,32 (d; J= 8 Hz; 2H); 8,40 (d; J= 8 Hz;
2H)

RMN de 13C (DMSO-Ds, 8, ppm, 100 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,06 (CHz; rotdmero em 28,34); 43,32 (CHz; rotamero em 47,08); 48,09 (CH2); 52,38
(CH; rotamero em 50,58); 96,22 (CH; rotamero em 92,61); 118,90 (CH); 124,02 (2CH);
128,49 (2CH); 129,58 (2CH+C); 129,90 (2CH); 134,11 (C); 136,31 (C-ClI); 138,21 (C);
150,61 (C-NO2); 156,39 (C); 164,25 (C=0); 167,85 (C=0); 171,99 (C=0); 190,96
(C=0)

IV — ATR (cm), principais sinais.

2.973; 1.743; 1.699; 1.688; 1.653; 1.621; 1.521; 1.346; 1.220; 834; 709

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 541,0579; encontrado 541,0558
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3.4.9.10. Sintese da (2)-5-((6-(4-clororobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-

diona 57¢c

- Sélido marrom escuro amorfo

o \
- C24H17CIFN30sS \[N B °
- MM: 513,92 g/mol s
- Rf: 0,28 (AcOEt/hexano 1:1) \/N
- PF: 204,6 — 205,9°C N

- Rendimento: 36,3% o%\@\
Cl

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52a (0,120 g; 0,4315
mmol), o acetato de sddio anidro (0,096 g; 1,4239 mmol); a 3-(2-(4-fuorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55c¢ (0,107 g; 0,4315 mmol) e o &cido acético glacial (0,82
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em etanol e posteriormente metanol
seguidas de centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido,
para maior aproveitamento. A massa obtida foi 0,080 g, sendo o rendimento obtido
36,3%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57¢

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,21 (sl; 2H); 3,04 (sl; 1H); 4,12 (sl; 1H); 4,28 (sl; 1H); 5,30 (s; 2H); 6,25 (sl; rotamero
em 6,77); 7,45 (ft; J'=J"= 6 Hz; 2H); 7,53 (sl. 1H); 7,59 (sl; 4H); 8,16 (sl; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

27,09 (CH2); 43,44(CH2); 47,81 (CH); 52,58 (CH); 95,25 (CH); 116,28 (d; J?= 21,75
Hz; 2CH);118,84 (CH); 128,61 (2CH); 129,67 (2CH); 130,57 (C); 131,62 (d; J3= 9 Hz;
2CH); 135,29 (C); 164,18 (C); 135,42 (C-ClI); 156,59 (C); 164,14 (C=0); 166,00 (d; J'=
234 Hz; C-F); 168,04 (2C=0); 190,03 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

2.943; 1.742; 1.683; 1.644; 1.614; 1.597; 1.114; 841; 728

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 514,0634; encontrado 514,0658
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3.4.9.11. Sintese da (2)-5-((6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-

pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-
Cl

diona 57d

- Sélido bege amorfo N\
ok N o

- C24H17CIFN3OsS /: j

H_~ s

- MM: 513,92 g/mol

- Rf: 0,28 (AcOEt/hexano 1:1) )
O

- PF: 218,5 - 219,3°C N

- Rendimento: 61,3% 02\@\
F

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52b (0,120 g; 0,4576
mmol), o acetato de sdédio anidro (0,102 g; 1,5100 mmol); a 3-(2-(4-clorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55a (0,123 g; 0,4576 mmol) e o &cido acético glacial (0,88
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em etanol seguidas de centrifugacoées.
O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento.

A massa obtida foi 0,144 g, sendo o rendimento obtido 61,3%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57d

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,21 (sl; 2H); 3,02 (sl; 1H); 4,13 (sl; 1H); 4,27 (sl; 1H); 5,31 (s; 2H); 6,26 (sl; rotamero
em 6,75); 7,33 (sl; 2H); 7,52 (s; 1H); 7,67 (m; 4H); 8,09 (d; J= 9 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,57 (CH2); 43,39 (CH2); 47,84 (CH2); 52,83 (CH); 95,26 (CH); 115,49 (d; J%= 21,75
Hz; 2CH); 118,89 (CH); 128,57 (C); 129,29 (4CH); 130,36 (2CH); 131,86 (d; J*= 3 Hz;
C); 132,45 (C); 139,59 (C-Cl); 161,64 (C); 163,28 (d; J1= 246,75 Hz; C-F); 164,42
(C=0); 168,00 (2C=0); 190,58 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

1.742;1.694; 1.683; 1.646; 1.615; 1.603; 1.147; 842; 762

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 514,0639; encontrado 514,0636
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3.4.9.12. Sintese da (2)-5-((6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-
diona 57e

NO,

- Sélido amorfo marrom claro

- C24H17FN4O7S

o N\
- MM: 524,47 g/mol \[N o
- Rf: 0,44 (ACOEt/hexano 7:3) Ho~s”
- PF: 169°C W

- Rendimento: 66%

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52b (0,111 g; 0,4253
mmol), o acetato de sbédio anidro (0,139 g; 1,411 mmol); a 3-(2-(4-nitrofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55b (0,119 g; 0,4253 mmol) e o &cido acético glacial (0,85
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em acetato de etila seguida de
centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior

aproveitamento. A massa obtida foi 0,139 g, sendo o rendimento obtido 66%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57e

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.)

2,18-2,30 (m, 2H); 3,22 (sl, 1H); 4,05 (t, J = 7,8Hz, 1H); 4,5 (sl, 1H); 5,17 (s, 2H); 6,34
(sl, 1H); 7,14 (t, J = 8,1 Hz; 2H); 7,33 (sl, 2H); 8,15 (d, J = 8,7Hz, 2H); 8,37 (d, J = 8,7
Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

47,5 (CH2); 115,4 (CH); 115,7 (CH); 117,5 (CH); 124,2 (CH); 129,2 (CH); 130,4 (CH);
138,3 (C); 151,0 (C); 162,56 (C); 164,6 (C); 165,9 (C=0); 167,8 (C=0); 188,4 (C=0)
IV — ATR (cm), principais sinais.

3.077; 2.970; 2.934; 1.743; 1.689; 1.661; 1.620; 1.601; 1.520; 1.388; 1.346; 1.221;
1.151; 850; 709

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 525,0874; encontrado 525,0870
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3.4.9.13. Sintese da (2)-5-((6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-

pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-
F

diona 57f

- Solido bege claro amorfo 5 A
N O

- C24H17F2N30sS \[N>\o

Ho = s T

- MM: 497,47 g/mol

- Rf: 0,26 (AcOEt/hexano 1:1) SN
0]

- PF: 221,5 -222,5°C N

- Rendimento: 23,4% o)\©\
F

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52b (0,130 g; 0,4957
mmol), o acetato de sédio anidro (0,110 g; 1,6358 mmol); a 3-(2-(4-fuorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55c¢ (0,125 g; 0,4957 mmol) e o &cido acético glacial (0,96
mL). Para a purificagdo foram feitas lavagens em etanol e posteriormete metanol
seguidas de centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido,
para maior aproveitamento. A massa obtida foi 0,0577 g, sendo o rendimento obtido
23,4%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57f

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,22 (sl; 2H); 3,04 (sl; 1H); 4,14 (sl; 1H); 4,28 (sl;1H); 5,32 (s; 2H); 6,27 (sl; 1H;
rotdmero em 6,76); 7,34 (sl; 2H); 7,44 (ft; J'=J"= 6 Hz; 2H); 7,54 (s; 1H); 7,69 (sl; 2H);
8,17 (dd; J=6 Hz; J"= 9 Hz; 2H)

RMN de 13C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,49 (CH2); 43,39 (CH2); 47,69 (CH2); 52,37 (CH); 95,26 (CH); 115,35 (d; J?= 21,75
Hz; 2CH); 116,13 (d; J?= 21,75 Hz; 2CH); 118,78 (CH); 128,43 (C); 130,26 (d; J°=9
Hz; 2CH); 131,50 (d; J3= 9,75 Hz; 2CH); 131,77 (C); 131,81 (C); 156,40 (C); 162,75
(d; J= 186,75; C-F); 164,31 (C=0); 166,06 (d; J'= 189 Hz; C-F); 167,88 (2C=0);
189,90 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

2.943;1.742; 1.683; 1.647; 1.615; 1.598; 1.227; 1.146; 842

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 498,0935; encontrado 498,0936
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3.4.9.14. Sintese da (2)-5-((6-(4-metoxibenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-

diona 579

- Solido bege escuro amorfo

- C25H20CIN306S N \O
- MM: 525,96 g/mol N s>:o
- Rf: 0,23 (AcOEt/hexano 1:1) \/N

- PF: 191,3 - 191,8°C N

- Rendimento: 51% o
O/CH3

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52c¢ (0,150 g; 0,5472
mmol), o acetato de sédio anidro (0,1784 g; 1,8057 mmol); a 3-(2-(4-clorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55a (0,147 g; 0,5472 mmol) e o acido acético glacial (1,0
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em etanol seguidas de centrifugacdes.
O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento.

A massa obtida foi 0,1476 g, sendo o rendimento obtido 51%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 579

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,45 (sl; 2H); 3,05 (sl; 1H); 3,82 (s; 3H); 4,13 (sl; 1H); 4,26 (sl; 1H); 5,32 (s; 2H); 6,33
(sl; 1H; rotamero em 6,74); 7,02 (d; J= 9 Hz; 2H); 7,54 (s; 1H); 7,60 (d; J= 6 Hz; 2H);
7,68 (d; J=9 Hz; 2H); 8,10 (d; J= 9 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,63 (CH2); 43,54 (CH2); 47,76 (CH2); 52,72 (CH); 55,36 (CHs); 94,91 (CH); 113,63
(2CH); 119,93 (CH); 127,30 (C); 128,34 (C); 129,19 (2CH); 129,75 (2CH); 130,28
(2CH); 132,40 (C); 139,48 (C-Cl); 156,31 (C); 161,05 (C); 164,34 (C=0); 167,92
(2C=0); 190,49 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

3.011; 2.941; 2.838; 1.741; 1.694; 1.683; 1.641; 1.608; 1.588; 1.380; 1.145; 840; 726
HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 526,0834; encontrado 526,0829
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3.4.9.15. Sintese da (2)-5-((6-(4-metbdxibenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-
diona 57h o2

- Sélido amarelo amorfo
(@]

- C25H20N40sS . N N>:OO
- MM: 536,51 g/mol ~ s

- Rf: 0,41 (AcOEt/hexano 7:3) SN

- PF: 223,6°C v

- Rendimento: 53,6% 02\©\
/CH3
O

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52c (0,137 g; 0,5 mmol), o
acetato de sodio anidro (0,111 g; 1,65 mmol); a 3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-
2,4-diona 55b (0,140 g; 0,5 mmol) e o &cido acético glacial (0,96 mL). Para a
purificacdo foram feitas lavagens em etanol e posteriormente metanol seguidas de
centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior

aproveitamento. A massa obtida foi 0,1438 g, sendo o rendimento obtido 53,6%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57h

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,21 (sl; 2H); 3,04 (sl; 1H); 3,82 (s; 3H); 4,13 (sl; 1H); 4,27 (m; 1H); 5,42 (s; 2H); 6,34
(sl; rotamero em 6,78; 1H); 7,03 (d; J=9 Hz; 2H); 7,56 (s; 1H); 7,61 (d; J= 9 Hz; 2H);
8,32 (d; J= 6, Hz; 2H); 8,40 (d; J= 9 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,64 (CH2); 43,54 (CH2) 48,84 (CH2); 52,71 (CH); 55,73 (CHzs); 94,91 (CH); 114,01
(2CH); 119,41 (CH); 124,41 (2CH); 127,73 (C); 128,67 (C); 130,12 (2CH); 138,64
(2CH); 138,64 (C); 151,00 (C-NO2); 156,34 (C); 161,42 (C-OMe); 164,64 (C=0);
168,26 (2C=0); 191,37 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

3.079; 2.975; 2.937; 1.742; 1.689; 1.648; 1.606; 1.519; 1.389; 1.346; 852; 837

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 537,1074; encontrado 537,1071
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3.4.9.16. Sintese da (2)-5-((6-(4-metbdxibenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-

diona 57i

- Sélido cinza amorfo

\N (e}
- C2s5H20FN306S \EN>:O
s
- MM: 509,50 g/mol
- Rf: 0,52 (ACOEt/hexano 7:3) SN
O
- PF: 199,9 -200,8°C N

- Rendimento: 55% o”
O/CH3

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52¢ (0,165 g; 0,6019
mmol), o acetato de sodio anidro (0,1974g; 1,9984 mmol); a 3-(2-(4-fuorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55c¢ (0,152 g; 0,6019 mmol) e o &cido acético glacial (0,82
mL). Para a purificagdo foram feitas lavagens em etanol e posteriormente metanol
seguidas de centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido,
para maior aproveitamento. A massa obtida foi 0,1693 g, sendo o rendimento obtido
55%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57i

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,21 (sl; 2H); 3,03 (sl; 1H); 3,82 (s; 3H); 4,14 (sl; 1H); 4,28 (m; 1H); 5,32 (s; 2H); 6,34
(sl; 1H; rotdamero em 6,76); 7,02 (d; J= 9 Hz; 2H); 7,43 (ft; J=J"= 9 Hz; 2H); 7,54 (s;
1H); 7,60 (d; J= 9 Hz; 2H); 8,18 (dd; J= 6 Hz; J"= 9 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

27,85 (CH2); 47,73 (CH2); 52,71 (CH); 55,35 (CHs3); 116,63 (2CH); 116,18 (d; J°= 21,75
Hz; 2CH); 118,90 (CH); 127,31 (C); 128,36 (C); 129,75 (2CH); 130,49 (d; J*= 2,25 Hz;
C); 131,53 (d; J3= 9,75 Hz; 2CH); 156,34 (C); 161,05 (C=0); 164,37 (C=0); 165,73 (d;
J1= 252 Hz; C-F); 167,94 (C=0); 189,94 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

1.748; 1.689; 1.653; 1.609; 1.597; 1.385; 1.258; 1.228; 1.023; 844; 832

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 510,1135; encontrado 510,0853
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3.4.9.17. Sintese da (2)-5-((6-(4-terc-butilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-

pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-
Cl

diona 57|
- Sélido branco amorfo
O \\O
- C2sH26CIN2OsS \[ N>\
NG —0
- MM: 552,04 g/mol s
- Rf: 0,5 (AcOEt/hexano 1:1) SN
- PF: 231,3 - 231,9°C N
- Rendimento: 48% o
CH,
CHs
CHgy

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52d (0,150 g; 0,4997
mmol), o acetato de sdédio anidro (0,163 g; 1,6490 mmol); a 3-(2-(4-clorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55a (0,1344 g; 0,4997 mmol) e o &cido acético glacial (1,0
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em etanol seguidas de centrifugacoées.
O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento.

A massa obtida foi 0,132 g, sendo o rendimento obtido 48%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57j

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

1,31 (s; 9H); 2,20 (sl; 2H); 3,03 (sl; 1H); 4,14 (sl; 1H); 4,26 (m; 1H); 5,32 (s; 2H); 6,29
(sl; 1H; rotamero em 6,77); 7,54 (sl; 5H); 7,67 (d; J=9 Hz; 2H); 8,09 (d; J=9 Hz; 2H)
RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,77 (CHz); 30,93 (3CHg); 34,61 (C); 40,15 (CHy); 47,77 (CH2); 52,66 (CH); 95,53
(CH); 118,91 (C); 125,13 (2CH); 127,55 (2CH); 128,37 (C); 129,19 (2CH); 130,28
(2CH); 132,39 (C); 132,50 (C); 139,48 (C-Cl); 153,34 (C); 156,56 (C); 164,33 (C=0);
167,91 (2C=0); 190,48 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

3.035; 2.961; 1.742; 1.684; 1.644; 1.642; 1.588; 1.223; 1.146; 838; 730

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 552,1359; encontrado 552,1356
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3.4.9.18. Sintese da (2)-5-((6-(4-terc-butilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-

pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4xo,

diona 57k
- Solido amorfo castanho-alaranjado ON N N
- C28H26N4O7S H /CS> —°
- MM: 562,59 g/mol Ny
- Rf: 0,55 (ACOEt/hexano 7:3) d
- PF: 204,5°C |
- Rendimento: 80% ° oen,

CHg

O procedimento da reacao € semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52d (0,1 g; 0,3329 mmol),
0 acetato de soédio anidro (0,109 g; 1,1052 mmol); a 3-(2-(4-nitrofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55b (0,093 g; 0,3329 mmol) e o &cido acético glacial (0,67
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em acetato de etila seguida de
centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior

aproveitamento. A massa obtida foi 0,15 g, sendo o rendimento obtido 80%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57k

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.)

1,32 (s, 9H); 2,21 (m, 2H); 3,19 (sl, 1H); 4,02 (t, J = 9Hz, 1H); 4,50 (sl, 1H); 6,26 (sl,
1H); 7,33 (s, 1H); 7,45 (d, J = 7,5Hz, 2H); 7,62 (sl, 2H); 8,14 (d, J = 8,7Hz, 2H); 8,35
(d, J = 8,7 Hz, 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

27,0 (CH2); 31,1 (CHs); 34,89 (CH); 43,0 (C); 47,4 (CH2); 52,0 (CH2); 95,5 (CH); 117,8
(CH); 124,1 (CH); 125,36 (CH); 127,89 (CH); 129,28 (CH); 129,93 (C); 131,7 (C); 138,3
(C); 150,9 (C=N); 154,4 (C=0); 164,6 (C-NO2); 167,94 (C=0); 170,95 (C=0); 188,5
(C=0)

IV — ATR (cm), principais sinais.

3.035; 2.970; 2.940; 2.872; 1.744; 1.685; 1.645; 1.611; 1.530; 1.408; 1.345; 853
HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 563,1594; encontrado 563,1593
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3.4.9.19. Sintese da (2)-5-((6-(4-terc-butilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-
diona 571

F

- Sélido branco amorfo

o Y
- C28H26FN305S \CN
—O0
- MM: 535,58 g/mol N s
- Rf: 0,45 (AcOEt/hexano 1:1) \/N
- PF: 222,3 — 223,6°C N
- Rendimento: 63% 0%
CHg
CH3
O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.9.1. CHs

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52d (0,170 g; 0,5663
mmol), o acetato de sodio anidro (0,1846 g; 1,8687 mmol); a 3-(2-(4-fuorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55c (0,1432 g; 0,5663 mmol) e o &cido acético glacial
(1,12 mL). Para a purificagdo foram feitas lavagens em etanol seguidas de
centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior

aproveitamento. A massa obtida foi 0,1614 g, sendo o rendimento obtido 63%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57!

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

1,31 (s; 9H); 2,21 (sl; 2H); 3,03 (sl; 1H); 4,15 (sl; 1H); 4,26 (m; 1H); 5,31 (s; 2H); 6,29
(sl; 1H; rotdmero em 6,77); 7,43 (ft; J=J"= 6 Hz; 2H); 7,54 (m; 5H); 8,18 (dd; J= 6 Hz;
J=9 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,14 (CHz); 30,94 (3CHg); 34,63 (C); 43,28 (CH2); 47,73 (CH2); 52,70 (CH); 95,53
(CH); 116,19 (d; J>= 21,75 Hz; 2CH); 118,90 (CH); 124,14 (2CH); 127,55 (2CH);
128,41 (2CH); 130,50 (d; Js= 3 Hz; C); 131,54 (d; Jz= 9,75 Hz; 2CH); 132,51 (C);
153,31 (C); 156,47 (C); 164,37 (C=0); 165,74 (d; J1= 252 Hz; C-F); 167,94 (2C=0);
189,95 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

2.968; 1.743; 1.694; 1.684; 1.647; 1.613; 1.597; 1.225; 1.116; 843

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 536,1655; encontrado 536,1664
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3.4.9.20. Sintese da (2)-5-((6-(4-metilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 57m
Cl
- Sdlido cinza amorfo
- C25H20CIN3OsS

- MM: 509,96 g/mol \[N>:O°
- Rf: 0,36 (AcOEt/hexano 1:1) s

- PF: 207,9 — 208,5°C \/N

- Rendimento: 53% N

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52e (0,100 g; 0,387101
mmol), o acetato de sodio anidro (0,086 g; 1,2774 mmol); a 3-(2-(4-clorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55a (0,104 g; 0,3871 mmol) e o &cido acético glacial (0,75
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em etanol seguidas de centrifugacdes.
O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento.

A massa obtida foi 0,1048 g, sendo o rendimento obtido 53%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57m

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,20 (sl; 2H); 2,36 (s; 3H); 3,02 (sl; 1H); 4,14 (sl; 1H); 4,27 (m; 1H); 5,32 (s; 2H); 6,27
(sl; 1H; rotamero em 6,72); 7,30 (d; J= 6 Hz; 2H); 7,53 (m; 3H); 7,68 (d; J=9 hZ; 2H);
8,10 (d; J= 9 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

20,27 (CHgs); 27,61 (CH2); 43,39 (CH2); 52,23 (CH2); 95,53 (CH); 95,53 (CH); 118,90
(CH); 127,69 (2CH); 128,37 (C); 128,87 (2CH); 129,19 (2CH); 130,28 (2CH); 132,39
(C); 132,46 (C); 139,48 (C-Cl); 140,46 (C); 156,47 (C);164,33 (C=0); 167,91 (2C=0);
190,48 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

2.942; 1.742; 1.695; 1.683; 1.644; 1.612; 1.588; 1.381; 1.221; 726

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 510,0890; encontrado 510,0842
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3.4.9.21. Sintese da (2)-5-((6-(4-metilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 57n
NO,

- Sélido marrom amorfo

- C25H20N40O7S

- MM: 520,51 g/mol ON N o
- Rf: 0,13 (AcOEt/hexano 1:1) H /[S —°
- PF: 199°C Sy

- Rendimento: 71% o

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52e (0,120 g; 0,4646
mmol), o acetato de sodio anidro (0,103 g; 1,5331 mmol); a 3-(2-(4-clorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55b (0,130 g; 0,4646 mmol) e o acido acético glacial (0,9
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em etanol seguidas de centrifugacgoes.
O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento.

A massa obtida foi 0,1725 g, sendo o rendimento obtido 71%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57n

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,21 (sl; 2H); 2,37 (s; 3H); 3,01 (sl; 1H); 4,14 (sl; 1H); 4,26 (m; 1H); 5,42 (s; 2H); 6,28
(sl; 1H; rotamero em 6,78); 7,30 (sl; 2H); 7,51 (sl; 2H); 7,55 (s; 1H); 8,32 (d; J= 8 Hz;
2H); 8,40 (d; J=8 Hz; 2H)

RMN de 13C (DMSO-Ds, 8, ppm, 100 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

20,92 (CHs); 27,14 (CHz; rotamero em 28,30); 43,16 (CHz; rotamero em 47,03); 48,06
(CH2); 52,31 (CH); 95,48 (CH; rotamero em 92,61); 118,97 (CH); 123,98 (2CH); 127,66
(2CH); 128,25 (C); 128,81 (2CH); 129,87 (2CH); 132,43 (C); 138,20 (C); 140,39 (C);
150,57 (C-NO2); 156,27 (C); 164,23 (C=0); 167,83 (C=0); 168,83 (C=0); 190,94
(C=0)

IV — ATR (cm), principais sinais.

2.975; 1.742; 1.687; 1.646; 1.610; 1.523; 1.388; 1.346; 849; 836
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3.4.9.22. Sintese da (2)-5-((6-(4-metilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 570
F

- Sélido cinza amorfo

- C25H20FN30sS

o N\
- MM: 493,50 g/mol \[N °

~—0
- Rf: 0,13 (AcOEt/hexano 1:1) P s
- PF: 199-201°C W
/

- Rendimento: 67% N o

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52e (0,120 g; 0,4646
mmol), o acetato de sodio anidro (0,103 g; 1,5331 mmol); a 3-(2-(4-clorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55c¢ (0,1175 g; 0,4646 mmol) e o &cido acético glacial (0,9
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em etanol seguidas de centrifugacoes.
O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento.

A massa obtida foi 0,1582 g, sendo o rendimento obtido 67%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 570

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,20 (sl; 2H); 2,36 (s; 3H); 3,02 (sl; 1H); 4,14 (sl; 1H); 4,27 (sl; 1H); 5,32 (s; 2H); 6,28
(1H; rotdmero em 6,76); 7,30 (sl; 2H); 7,44 (ft; J=J"= 8 Hz; 2H); 7,54 (m; 3H); 8,18 (dd;
J=4 Hz; J’=12 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 100 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

20,91 (CHgs); 27,13 (CH2); 43,20 (CH); 47,69 (CH2); 52,23 (CH); 95,44 (CH); 116,12
(d; J2= 22 Hz; 2CH); 118,84 (CH); 127,67 (2CH); 128,33 (C); 128,81 (2CH); 130,46 (d;
J4= 2 Hz; C); 131,49 (d; J3= 10 Hz; 2CH); 132,43 (C); 140,40 (C); 156,34 (C); 164,31
(C=0); 164,67 (d; J1= 252 Hz; C-F); 167,87 (C=0); 189,88 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

2.942; 1.742; 1.695; 1.683; 1.644; 1.612; 1.597; 1.225; 1.145; 843

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 494,1185; encontrado 494,1114
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3.4.9.23. Sintese da (2)-5-((6-(4-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-
dlisoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 57p
Cl
- Sélido marrom amorfo
- C24H17CIN4O7S
- MM: 540,93 g/mol °NN ©
- Rf: 0,42 (ACOEt/hexano 7:3) H /[s =0
- PF: 2245 - 225,1°C

- Rendimento: 38%

O procedimento da reacado é semelhante ao do item 3.5.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52f (0,150 g; 0,5186
mmol), o acetato de sodio anidro (0,115 g; 1,7113 mmol); a 3-(2-(4-clorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55a (0,1395 g; 0,5186 mmol) e o &cido acético glacial (1,0
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em etanol seguidas de centrifugacgoes.
O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento.

A massa obtida foi 0,1066 g, sendo o rendimento obtido 38%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57p

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,25 (sl; 2H); 3,07 (dI; J= 9 Hz; 1H); 4,01 (sl; 1H); 5,31 (s; 2H); 6,19 (d; J= 9 Hz;
rotamero em 6,74 (d; J= 9 Hz)); 7,53 (s; 1H); 7,67 (d; J= 9 Hz; 2H); 7,85 (dI; J= 9 Hz;
2H); 8,08 (d; J=9 Hz; 2H); 8,35 (dI; J= 9 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,28 (CH2); 43,58 (CH2); 47,84 (CH2); 52,64 (CH); 94,93 (CH); 118,75 (CH); 123,73
(2CH); 129,01 (2CH); 129,26 (2CH); 130,34 (2CH); 130,55 (C); 132,43 (C); 139,57 (C-
Cl); 141,45 (C); 143,39 (C-NO2); 156,56 (C) 164,38 (C=0); 167,94 (2C=0); 190,55
(C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

3.038; 1.737; 1.677; 1.644; 1.615; 1.588; 1.522; 1.109; 1.380; 841

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 541,0584; encontrado 541,0716
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3.4.9.24. Sintese da (2)-5-((6-(4-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 579

NO,

- Sélido laranja amorfo

- C24H17N509S
o N,
- MM: 551,48 g/mol \[N
—0
- Rf: 0,41 (AcOEt/hexano 7:3) "N s
- PF: 174,7°C SN
- Rendimento: 30% N0

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52f (0,150 g; 0,5186
mmol), o acetato de sédio anidro (0,115 g; 1,7113 mmol); a 3-(2-(4-nitrofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55b (0,1453 g; 0,5186 mmol) e o &cido acético glacial (1,0
mL). Para a purificacdo foram feitas lavagens em etanol seguidas de centrifugacoes.
O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior aproveitamento.

A massa obtida foi 0,0857 g, sendo o rendimento obtido 30%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57q

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,26 (sl; 2H); 3,08 (d; J=9 Hz; 1H); 4,11 (sl; 1H); 4,30 (sl; 1H); 5,41 (s; 2H); 6,20 (d;
J= 6 Hz; 1H rotamero em 6,75 (d; J= 9 Hz)); 7,54 (s; 1H); 7,86 (d; J= 6 Hz; 2H); 8,34
(m; 6H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,36 (CH2); 43,56 (CH2); 45,58 (CH2); 52,70 (CH); 94,99 (CH); 118,86 (CH); 123,76
(CH); 129,09 (CH); 130,55 (C); 141,43 (2C); 148,45 (2C-NO2); 156,57(C); 164,33
(C=0); 167,92 (2C=0); 190,55 (C=0)

IV — ATR (cm), principais sinais.

1.748; 1.690; 1.678; 1.652; 1.618; 1.602; 1.522; 1.347; 833

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 552,0819; encontrado 552,0688
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3.4.9.25. Sintese da (2)-5-((6-(4-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 57r

- Sélido bege escuro amorfo

- C24H17FN4O7S ] {
- MM: 524,47 g/mol \[N N ©
- Rf: 0,47 (ACOEthexano 7:3) Ho~s
- PF: 225,4°C \/N

- Rendimento: 50% N

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52f (0,145 g; 0,5013
mmol), o acetato de sddio anidro (0,1115 g; 1,6542 mmol); a 3-(2-(4-fluorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55c¢ (0,1268 g; 0,5013 mmol) e o &cido acético glacial (1,0
mL). Para a purificagdo foram feitas lavagens em etanol e posteriormente metanol,
seguidas de centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido,
para maior aproveitamento. A massa obtida foi 0,1318 g, sendo o rendimento obtido
50%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57r

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,25 (sl; 2H); 3,09 (sl; 1H); 4,11 (sl; 1H); 4,30 (sl; 1H); 5,31 (sl; 2H); 6,19 (d; J= 3 Hz;
1H; rotdmero em 6,75); 7,42 (ft; J'= J= 9 Hz; 2H); 7,53 (s; 1H); 7,85 (d; J= 9 Hz; 2H);
8,16 (dd; J'=9 Hz; J"= 6 Hz; 2H); 8,35 (d; J=9 Hz; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

22,06 (CHz; rotdmero em 23,38); 43,54 (CH2); 47,79 (CHz; rotamero em 46,96); 52,71
(CH; rotamero em 50,89); 94,91 (CH); 116,26 (d; J?= 21,75 Hz; 2CH); 118,73 (CH);
123,74 (2CH); 129,09 (2CH); 130,51 (C); 130,55 (C); 131,59 (d; J3= 9,75 Hz; 2CH);
141,42 (C); 148,45 (C-NO2); 156,56 (C); 164,07 (C=0); 166,18 (d; J= 266,25 Hz; C-
F); 167,92 (2C=0); 190,00 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

1.745; 1.684; 1.61; 1.624; 1.597; 1.522; 1.348; 1.230; 840; 828

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 525,0880; encontrado 525,0897
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3.4.9.26. Sintese da (2)-5-((6-(3-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 57s
Cl
- Sélido bege escuro amorfo
- C24H17CIN4O7S

A\
- MM: 540,93 g/mol NN O
H 1: —0
- Rf: 0,42 (AcOEt/hexano 7:3) s
- PF: 204,6 — 205,7°C Ny
/
- Rendimento: 61% v 0

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52g (0,120 g; 0,4148
mmol), o acetato de sédio anidro (0,0923 g; 1,3688 mmol); a 3-(2-(4-clorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55a (0,1116 g; 0,4148 mmol) e o &cido acético glacial (0,8
mL). Para a purificagdo foram feitas lavagens em etanol e posteriormente metanol,
seguidas de centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido,
para maior aproveitamento. A massa obtida foi 0,1367 g, sendo o rendimento obtido
61%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57s

RMN de 'H (DMSO-Ds, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,24 (sl; 1H); 3,09 (sl; 1H); 4,14 (sl; 1H); 4,30 (sl; 1H); 5,31 (s; 2H); 6,26 (d; J= 6 Hz;
1H; rotdmero em 6,74); 7,53 (s; 1H); 7,67 (d; J= 9 Hz; 2H); 7,82 (t; J= 6 Hz; 1H); 8,03
(s; 1H); 8,09 (d; J=9 Hz; 2H); 8,40 (m; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

27,14 (CH2); 43,61 (CH2); 47,83 (CH2); 52,72 (CH); 95,08 (CH); 118,77 (CH); 122,44
(CH); 125,27 (CH); 128,75 (C); 129,27 (2CH); 130,34 (2CH); 130,47 (CH); 132,43 (C);
134,22 (CH); 136,85 (C); 139,57 (C-Cl); 147,62 (C-NO2); 156,55 (C); 164,39 (C=0);
166,94 (C=0); 167,94 (C=0); 190,55 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

2.944; 1.740; 1.683; 1.645; 1.613; 1.587; 1.531; 1.349; 1.224; 885; 729; 720

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 541,0584; encontrado 541,0651
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3.4.9.27. Sintese da (2)-5-((6-(3-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 57t
NO,

- Sélido laranja amorfo

- C24H17N509S
o) Ny
- MM: 551,48 g/mol \EN
~—0
- Rf: 0,45 (AcOEt/hexano 7:3) s
-PF:171,4-171,8°C \/N
- Rendimento: 75% 0

O procedimento da reacédo é semelhante ao do item 3.4.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52g (0,120 g; 0,4148
mmol), o acetato de sédio anidro (0,0923 g; 1,3688 mmol); a 3-(2-(4-nitrofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55b (0,116 g; 0,4148 mmol) e o acido acético glacial (0,8
mL). Para a purificagdo foram feitas lavagens em metanol, seguidas de
centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior

aproveitamento. A massa obtida foi 0,1716 g, sendo o rendimento obtido 75%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57t

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,26 (sl; 2H); 3,07 (d; J=9Hz; 1H); 4,14 (sl; 1H); 4,30 (sl; 1H); 5,41 (s; 2H); 6,26 (d; J=
6 Hz; 1H; rotamero em 6,75); 7,54 (s; 1H); 7,82 (tl; J= 9 Hz; 1H); 8,05 (dI; J=9 Hz; 1H);
8,35 (m; 6H)

RMN de 13C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,10 (CHz2; rotamero em 28,40); 43,57 (CH2); 48,16 (CH2); 52,68 (CH); 95,17 (CH);
118,87 (CH); 122,44 (CH); 124,12 (2CH); 125,28 (CH); 129,97 (2CH); 130,40 (CH);
133,80 (C); 134,25 (CH); 136,84 (C); 138,27 (C); 147,61 (C-NO2); 156,60 (C); 164,33
(C=0); 167,91 (2C=0); 191,03 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

1.749; 1.698; 1.650; 1.651; 1.517; 1.345; 1.221; 710

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 552,0825; encontrado 552,1000
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3.4.9.28. Sintese da (2)-5-((6-(3-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-il)metileno)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 57u

- Sélido bege claro amorfo

- C24H17FN4O7S {
- MM: 524,47 g/mol NN O
H [ —O
- Rf: 0,45 (AcOEt/hexano 7:3) s
- PF: 187,1 - 188,1°C W
/
- Rendimento: 44% v 0

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.5.9.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido isoxazolinico 52g (0,115 g; 0,3975
mmol), o acetato de sddio anidro (0,0884 g; 1,3117 mmol); a 3-(2-(4-fluorofenil)-2-
oxoetil)tiazolidina-2,4-diona 55c (0,1005 g; 0,3975 mmol) e o acido acético glacial
(0,75 mL). Para a purificagcdo foram feitas lavagens em metanol, seguidas de
centrifugacfes. O sobrenadante foi evaporado e o processo foi repetido, para maior

aproveitamento. A massa obtida foi 0,0916 g, sendo o rendimento obtido 44%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 57u

RMN de 'H (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,24 (sl; 2H); 3,07 (d; J= 9 Hz; 1H); 4,13 (sl; 1H); 4,29 (sl; 1H); 5,30 (s; 2H); 6,25 (d;
J=9 Hz; 11H; rotdmero em 6,74); 7,42 (ft; J=J"=9 Hz; 2H); 7,52 (s; 1H); 7,82 (t; J=9
Hz; 1H); 8,04 (d; J= 6 Hz; 1H); 8,17 (dd= J= 6 Hz; J"=9 Hz; 2H); 8,37 (m; 2H)

RMN de 3C (DMSO-Ds, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,06 (CH2); 43,64 (CH2); 47,84 (CH2); 52,77 (CH); 95,15 (CH); 116,32 (d; J?>= 22,5
Hz; 2CH); 118,78 (CH); 122,47 (CH); 125,33 (CH); 128,84 (C); 130,49 (CH); 130,56
(d; J4= 2,25 Hz; C); 131,64 (d; J3= 9,75 Hz; 2CH); 134,25 (CH); 136,89 (C); 147,66 (C-
NO2); 156,66 (C); 164,47 (C=0); 165,61 (d; J'= 216 Hz; C-F); 167,54 (C=0); 168
(2C=0) 190,06 (C=0)

IV —ATR (cm™), principais sinais.

1.744; 1.684; 1.48; 1.616; 1.598; 1.5354; 1.353; 1.231; 1.145; 887; 723

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 525,0880; encontrado 525,0851
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4. CAPITULO 2 - SERIE 5,6,7,8-TETRAHIDROIMIDAZO[1,2-A]PIRAZINA
4.1. OBJETIVOS
4.1.1. Objetivo Geral

Sintetizar e avaliar a atividade tripanocida de novos derivados hibridos 5,6,7,8-
tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiossemicarbazonas, 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
alpirazina/tiazolidinona e 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidina-2,4-

dionas, bem como fazer o estudo de docking destas moléculas.

4.1.2. Objetivos Especificos

a. Sintese da série dos novos derivados hibridos 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazina/tiossemicarbazonas 75a-x, 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazinal/tiazolidinona 77a,b e 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l,2-a]pirazina/tiazolidina-

2,4-dionas 78a-r.
b. Purificacdo e determinacdo de propriedades fisico-quimicas das novas

moléculas obtidas.

C. Elucidacdo estrutural das novas moléculas através de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (*H e *2C), no infra-vermelho e espectrometria de

massas.
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4.2. METODOLOGIA

O Esquema 17 representa a rota genérica da sintese das novas moléculas
hibridas 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiossemicarbazona 75a-x, 5,6,7,8-
tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidinona 77a,b e 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
alpirazinal/tiazolidina-2,4-diona 78a-r. O material de partida € a 2-aminopirazina 58
gue reage com o0 bromopiruvato 59 ou o 2-cloro-3-etoxi-3-oxoprop-1-em-1-olate de
potassio 63 para formar o nucleo imidazo[1,2-a]pirazina com 0 grupamento éster na
posicdo 2 e 3 64a,b, respectivamente. Em seguida foi feita a reducdo do nucleo
pirazina utilizado formato de amonio e Pd%/C e o produto dessa reacdo 65a,b sofreu
uma reacdo de protecdo do atomo de Nitrogénio pelo grupamento Boc.
Posteriormente as moléculas 67a,b sofreram reducéo do grupamento éster, utilizando
o NaBH4 como agente redutor. Os alcoois 68a,b obtidos passaram por uma reagao de
oxidacao branda com MnO2, sendo assim obtidos os aldeidos 69a,b que passaram
por uma reacao de hidrélise para a remoc¢ao do grupamento Boc e em seguida uma
N-benzoilacdo foi realizada para a obtencdo dos respectivos aldeidos 5,6,7,8-
tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazinicos 71a,f. Estes aldeidos foram condensados com
derivados de tiossemicarbazidas originando as respectivas moléculas hibridas
5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiossemicarbazona 75a,x. Para a sintese dos
derivados hibridos 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidinona 77a,b, as
tiossemicarbazonas 75a,x sofreram uma reacao de ciclizacdo com o bromoacetato de
etila 76. Por fim, os ultimos derivados sintetizados, 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazinaltiazolidina-2,4-diona 78a,r, foram obtidos através da condensacdo de
Knoevenagel entre os aldeidos 71a.f e a tiazolidina-2,4-diona 53 e derivados 55a-c.
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NH Boc
N/\( 2 N/YN> HN/YN> \N/YN>
P N ¥ N-X X
_— X _N—7"COOEt ~/~COOEt N—>COoOEt
58 64a.b 65a.b l 67a.b
HI—FN+ /N BOC\N/YN BOC\N/YN
> H -~ > H=—" />
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] o 53: R=H
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Esquema 17. Rota genérica da obtencado dos derivados hibridos 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazina/tiossemicarbazona 75a-x, 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidinona 77a,b e
5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidina-2,4-diona 78a-r.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A rota sintética deste trabalho tem como nucleo a 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazina substituida nas posicoes 2 e 3. Os reagentes de partida imidazo[1,2-
a]pirazina-2-carboxilato de etila 64a e imidazo[1,2-a]pirazina-3-carboxilato de etila 64b
foram sintetizados a partir da 2-aminopirazina 58 e, passaram pelas mesmas etapas
na rota sintética para obtencdo das moléculas finais 75a-x, 77a,b e 78a-r.

4.3.1. Obtencdo do nuacleo imidazo[l,2-a]pirazina substituido com a funcéao

éster nas posicdes C2 e C3.

4.3.1.1. Obtencédo do imidazo[1,2-a]pirazina-2-carboxilato de etila 64a

O
NH, | N (o)
N X N/\f
|/Y + Br/\]/J\O/\CHg E—— \/>—\//
_N | ~. N 5
O =9 64a \

58 CH3

O nucleo imidazo[1,2-a]pirazina pode ser sintetizado de algumas maneiras mas,
o procedimento utilizado na sintese do composto substituido com éster na posi¢do 3
(obtencdo da molécula 64a) foi a partir da reacdo entre a 2-aminopirazina 58 e o
bromopiruvato de etila 59. Este ultimo, segundo estudos, apresenta uma boa
reatividade perante a-halocarbonil compostos utilizados para sintese deste tipo de
reacdo, fazendo a comparacdo utilizando as mesmas condicbes (MCDONALD;
PEESE, 2015).

Para formar o ndcleo imidazo[1,2-a]pirazina, a partir dos reagentes citados
anteriormente, h4 a formagdo de uma imina intermediaria seguida de ciclizagdo e
eliminacdo de uma molécula de agua. O possivel mecanismo de reacdo esta
representado no Esquema 18. A reacao se processa inicialmente por uma reacéo de
substituicdo nucleofilica seguida de uma ciclizagéo intramolecular. Inicialmente ocorre
uma alquilagdo com elimicacdo de HBr e, o produto intermediario a formado é
protonado em meio etandlico e entdo ocorre o processo de ciclizagdo intramolecular

com troca de hidrogénios e a eliminacdo de uma molécula de agua (RAO et al., 2018).
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Esquema 18. Mecanismo de reacdo da formacdo da imidazo[1,2-a]pirazina-2-carboxilato de etila 64a
a parir da 2-aminopirazina 58 e do bromopiruvato de etila 59.

4.3.1.2. Obtencéo do imidazo[1,2-a]pirazina-3-carboxilato de etila 64b

O objetivo inicial para a modelizacdo da série em C3 era a obtenc¢éo direta da
funcionalidade aldeido. Alguns procedimentos foram seguidos com este objetivo. A
primeira tentativa foi através da reacdo de formilacdo de Vilsmeier-Haak a partir da
imidazo[1,2-a]pirazina e DMF (Esquema 19) , visto que a posicdo C3, através da
ressonancia eletrénica da molécula é uma regido bastante rica em elétrons e ideal
para substituicdes. Entretanto néo foi observada a formacdo do produto esperado

através de andlise em UPLC-MS.

O
N/YN \\/—H N/YN
K/ J +  HyC—N + POCl, —X—> K/ Y
> N \ x> N
CH,3
imidazo[1,2-a]pirazina | ~=0

imidazo[1,2-a]pirazina formilada
Esquema 19. Esquema reacional de formilacdo de Vilsmeier-Haak da imidazo[1,2-a]pirazina.
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A segunda estratégia (Esquema 20) utilizada para chegar a imidazo[1,2-
a]pirazina com a funcdo aldeido em C3 foi a partir da iodinacdo da imidazo[1,2-
a]pirazina, seguida da cianacéo e entdo, com a nitrila obtida na posicdo C3, este
produto sofreria uma reagdo de reducdo com o DIBAL-H dando origem a funcao
aldeido nesta posicédo. Entretanto, chegamos a conclusdo que ndo era uma rota

sintética favoravel visto os baixissimos rendimentos verificados via UPLC-MS.
N/AKN NN N =N N/AKN
K/N\/) QN\% QN\% g/N\/g
I c C=o
W H

Esquema 20. Esquema geral da obten¢&o da imidazo[1,2-a]pirazina com aldeido em C3 a partir da
reacdo de obtencao da nitrila na mesma posicéo e reducdo desta com o DIBAL-H.

A sintese da molécula 64b foi feita a partir da reacdo do sal 2-cloro-3-etoxi-3-
oxoprop-1-em-1-olate de potassio 63 com a 2-aminopirazina 58 (Esquema 21). O sal
de potassio foi sintetizado previamente a partir de uma reacdo com formato de etila
60, terc-butdxido de potassio 61 e 2-cloroacetato de etila 62. A reacao se precessa de
maneira semelhante ao mecanismo proposto para a formagdo do imidazo[l,2-

a]pirazina-2-carboxilato de etila 64a, presente no Esquema 19 (SAXTY et al., 2015).

" Cl N/YN
N|/\( 2 . HSC\/O\H)\ &N /
v o oK ~5

/0
HsC

58 63
64b
Esquema 21. Esquema geral da obten¢&o do imidazo[1,2-a]pirazina-3-carboxilato de etila 64b.

4.3.2. Reducdo do nucleo imidazol da imidazo[1,2-a]pirazina-2-carboxilato de

etila 64a e imidazo[1,2-a]pirazina-3-carboxilato de etila 64b

N N
N/Y HCO,NH, HN/Y
AN N\@/ 10% Pd/C, MeOH N\%/
64 o] 65 rO

HsC
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As moléculas 64a e 64b sofreram reducédo das ligacbes duplas da porcéo
pirazina catalisada por paladio. O formato de aménio tem sido empregado como um
agente catalitico de transferéncia de hidrogénio. Nestas condi¢Bes o hidrogénio é
formado in situ. Este procedimento € muito utilizado para reducdes de grupamentos
nitro para grupamento amina. Entretanto, foi percebido certa seletividade na reducéao
de compostos, sendo preferencial a reducdo de ligacdes entre carbono-nitrogénio
quando comparado a moléculas que também possuiam ligagdes carbono-oxigénio
(GAVARA et al., 2010; RAM; EHRENKAUFER, 1984).

Assim como descrito na literatura, os rendimentos obtidos nesta reacédo foram
bastante significativos, sendo superior a 93%, independente da posicdo de
substituicdo da molécula. Entretanto, nesse caso, o ideal é a rapida utilizacdo do
produto reduzido devido a uma instabilidade da molécula, possivelmente devido a

presenca do nitrogénio desprotegido da porcéo pirazina.

4.3.3. Obtencdo do aldeido em C2 e C3: Sintese do 2-formil-5,6-
dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-7(8H)-carboxilato de terc-butila 69a e do 3-
formil-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-7(8H)-carboxilato de terc-butila
69b

BOC\ N
HN/Y N N/Y BOC._ N BOC._ N
D2 N2 0 N — > N/Y
N\// = — N\// == —_— /)2 - » >2 o
3 3 N\h N— /=
65 (0] 67 O 3 3
r 68 HO 69 H
HsC HsC

A etapa seguinte da rota sintética foi a protecdo da amina em N7 com o grupo
protetor Boc. O di-terc-butildicarbonato 66 ou Anidrido Boc € um grupamento protetor
muito utilizado para reacdes de protecdo de aminas. Este grupamento proporciona as
moléculas maior estabilidade favorecendo, assim, a continuidade da rota sintética e,
também é de facil remocao por hidrélise. Essa reacdo é de facil execucédo e se
processou em ambiente anidro sob atmosfera de nitrogénio, sendo a trietilamina
utilizada como base e diclorometano anidro como solvente.

Posteriormente os compostos 64a,b sofreram uma reducdo com LiAlH4, em THF
e posteriormente os alcoois 68a,b obtidos sofreram uma oxidacédo branda com MnO:

e entdo finalmente os aldeidos 69a,b foram obtidos. Algumas tentivas de reducao
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direta do da funcdo éster (compostos 67a,b) diretamente para a funcdo aldeido
(compostos 69a,b) utilizando o DIBAL-H foram feitas, porém néo foi obtido sucesso.
Os respectivos rendimentos da obtecdo dos compostos descritos acima estao
presentes na Tabela 06.

Tabela 06. Rendimentos dos compostos 67, 68 e 69.

Substituicdo na Substituicao na
Compostos . g - L.
posicao 2 (série a) posicéo 3 (série b)
67 91% 86%
68 80% 87%
69 81% 85%

4.3.4. Obtencédo dos derivados aldeidos N-benzoilados 71a,b

cl (?
Boc H
\N/YN >N+/YN N/YN
Q2 o T H 220 T 2% o
3 3 R 3
69 H Zlaf H

0 H

Apods obtencédo da funcéo aldeido em C2 ou C3, a etapa seguinte da rota sintética
foi a desprotecdo do N7. A remocao do grupamento Boc se deu por hidrélise &cida,
utilizando uma solugédo HCI 1 M em dioxano tendo diclorometano e metanol como
solventes da reacdo (VENKATESAN et al.,, 2006). A reacdo se processou sob
aguecimento e nado foi possivel determinar o rendimento visto que o cloridrato 70
formado né&o foi isolado e nem detectado pelo UPLC-MS.

Para a formacdo dos aldeidos N-benzoilados 7l1a,f, os compostos 70a,b
reagiram com cloretos de benzoila para-substituidos em meio anidro, sendo o
solvente dimetilformamida (DMF) e a trietilamina (TEA) como base. A reag&o ocorreu
em temperatura ambiente em 30 minutos. A purificagdo foi feita por cromatografia
flash automatica.

Todos os derivados 71a,f foram devidamente identificados e tiveram sua
formacdo confirmada através dos espectros. Na Figura 29, correspondente ao
espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H da molécula 71f, é possivel
verificar a presenca de alguns picos caracteriscos que confirmam a obtencédo da
mesma. O pico que aparece em 3,81 ppm corresponde ao atomo de hidrogénio da
metila da por¢éo benzoila, também é possivel verificar os dois dubletes referentes aos
atomos de hidrogénio pertencentes ao anel aromatico para substituido em 7,02 ppm
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e 7,49 ppm. Em 7,90 ppm é possivel verificar a presenca do hidrogénio na regido de
aromaticos, que corresponde ao hidrogénio da porcao imidazolidina e, em 9,79 ppm
€ possivel verificar a presenca de um hidrogénio bastante desblindado que

corresponde ao atomo de hidrogénio da funcao aldeido.
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Figura 29. Espectro de RMN de *H da molécula 71f obtido no solvente DMSO-d6.

A Figura 30 apresenta o espectro de RMN de *3C da molécula 71f e, assim como
no espectro de RMN de !H, é possivel verificar os picos correspondentes aos
carbonos presentes na molécula, sendo alguns deles evidenciados por cores. Em
55,25 ppm é possivel verificar o pico correspondete ao carbono da metoxila ligado na
posicdo para do nucleo aromatico. Em evidéncia também se encontram 0S picos
correspondetes aos 4 carbonos destacados do anel aromético em 113,76 ppm e
129,26 ppm. Neste caso apenas 2 picos sao visualizados mas, correspondem aos
carbonos aromaticos equivalentes. Em uma regido de carbonos bastantes
desblindados, os picos em 169,64 ppm e 179,49 ppm correspondem,
respectivamente, as carabonilas da funcdo amida e da funcédo aldeido, presentes

nesta molécula.
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Figura 30. Espectro de RMN de *3C da molécula 71f obtido no solvente DMSO-d6.

4.3.5. Condensacéo dos aldeidos N-benzoilados 71a,f com tiossemicarbazidas
74af. Obtencdo das moléculas hibridas 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pirazina/tiossemicarabazona 75a-x.

O
i I
s N/Y S
N
N/Y || 3 >2 N
+ HN R — > N— N
1/(>A N\/}Z/O ZISNHT SN R TN N
R 3 I5a-x H I3
Ilaf H T4af
As novas moléculas hibridas 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pirazina/tiossemicarabazona 75a-x foram sintetizadas a partir da reacdo de
condensacdo, com catalise acida, entre os derivados aldeidos N-benzoilados 71a-f
com tiossemicarbazidas 74a-f. Estas ultimas foram sintetizadas a partir da reacao
entre os fenilisotiocianatos correspondentes 72 e a hidrazina 73. A reacdo se passou
em meio etandlico e a temperatura ambiente. Todos os produtos obtidos sao soélidos
e foram purificados por lavagem do filtrado com etanol e/ou metanol. Os rendimentos

obtidos foram bastantes satisfatorios e estdo apresentados na Tabela 07.
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Tabela 07. Rendimento de obtencéo das novas moléculas hibridas 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazina/tiossemicarabazona 75a-x.

Compostos 75 R? R? Cad. Rend. Cad Rend.
(posicéo 2) (posicéo 3)

NO2 H 75a 60% 75m 99%

Ph 750 88% 75n 71%

4-CI-Ph 75¢ 73% 750 89%

4-F-Ph 75d 73% 75 88%

i 4-OMe-Ph  75e 93% 75¢ 92%
NN s 4-NO2-Ph 75f 87% 751 94%
Rl/©/k CL%ZN\NHKNH F H 75 87% 75s 81%
5w e Ph 75h 82% 75t 80%
4-CI-Ph 751 83% 75u 23%

4-F-Ph 75j 64% 75v 88%

4-OMe-Ph 75k 86% 75w 86%

4-NO2-Ph 75l 93% 75% 76%

A reacdo de condensacdo entre aldeidos e tiossemicarbazidas, originando

tiossemicarbazonas € classica na quimica organica. A catalise acida permite que a

reacdo se processe mais rapidamente devido a protonacao da carbonila do aldeido

favorecendo o ataque da amina livre terminal da fungéo tiossemicarbazina (nucleofilo),

sendo no fim eliminada uma molécula de agua, como pode ser visto ho mecanismo

representado no Esquema 22. Na molécula da tiossemicarbazona ha a presenca da

isomeria geomeétrica, isto quer dizer que pode haver a formacgéo do isdbmero Z ou E.

Na literatura, estudos demostram que isto é bastante variavel. O grupamento quimico

ligado a funcionalidade tiossemicarbazona pode influenciar no isémero formado

preferencialmente e, também pode haver isomerizacédo destas moléculas quando em
solucao (ESPiNDOLA et al., 2015; MARKOVIC et al., 2014; TEMPERINI; DOS

SANTOS; PAOLI M

ONTEIRO, 1995).

(@] — R N\ —  » R NH\ —_—
X NH  NH w< NH NH
R 0 H Iy H l
" OH R OH
H,N R g
SNHOONH
H—cl
v/“cr
S glil S IS
R4 NH J\ R___N__ J\ R. N J\
XH NH r]u-u . NH ONH Y\NH NH
+ 1 1 |
/O\ H H !
H H 4 .
Tiossemicarbazona

Esquema 22. Mecanismo geral da formacdo da tiossemicarbazona pela condensacao entre um
aldeido e o derivado tiossemicarbazida correspondente, sob catélise acida.
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Todas 0Ss derivados hibridos 5,6,7,8-tetrahidroimidazol1,2-
a]pirazina/tiossemicarabazona 75a-x foram identificados espectrometricamente
através do RMN de 'H e 13C, além das andlises de massas de alta resolucdo e
infravermelho. A Figura 31 mostra o espectro de RMN de 'H da molécula 75v e é
possivel verificar que houve realmente a formacao da molécula referida pela presenca
dos hidrogénios aromaticos (azul), a presenca dos hidrogénios presentes no nucleo
5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina (laranja e verde), o hidrogénio vinilico da
juncé@o dos dois nucleos (verde) e os hidrogénios ligados aos nitrogénios da fungéo
tiossemicarbazona (vermelho). O espectro de massas de alta resolucdo também
confirmou a massa da molécula hibrida 75v com, sendo a margem de erro apenas 5

partes por milh&o (ppm) (Figura 32).

MSA168

= [ -] azwr—v—-—wa 3 T 5 2
MSA 166 1H DMSO o Sagannan b | - | Laan
| T T AR T 1 0 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
130 115 120 115 1l 105 100 a5 2.0 BS fBIEII: ]T.S 70 6.5 a.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25
ppm

Figura 31. Espectro de RMN de 'H da molécula 75v obtido no solvente DMSO-d6.
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Eimt Val. Min Max Eimt Val. Min Max _Eimt Val. Min Max Use Adduct
H 1 0 300 O 2 0 15 Cl 1 0 10 H
C 4 0 100 F 1 0 10
N 3 0 15 S 2 0 10
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: -2.0 - 1000.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max Isotopes: all Isotope RI (%): 1.00 Isotope Res: 10000
MSn Iso RI (%): 75.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 100

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time :0.180 -> 0.247 - 1.673 -> 2.500 Scan# : 55 -> 75 - 503 -> 751

2.600e74
2.400e74
2.200e71
2.000e74
1.800e74
160067 441.)1310
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1.000e71 3201412
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Figura 32. Espectro de massas HR-ESI-MS (UFLC-MS (IT-TOF)) do composto 75v.

No espectro de RMN de *3C do composto 75v (Figura 33) podem ser observados
alguns picos diagnésticos que confirmam a estrutura da molécula, assim como nas
figuras anteriores. Em 45,25 ppm e 142,42 ppm, destacados em rosa, aparecem
carbonos que estdo presentes na estrutura central, no nucleo imidazo[1,2-a]pirazina.
Esta molécula possui dois anéis aromaticos substituidos com o atomo de fldor em
posicdo para, portanto, devem ser vistos os acoplamentos carbono-flior e, neste caso,
entre 114, 67 ppm e 115,69 ppm encontram-se dois dubletos referentes ao
acomplamento J3 com constantes 22 Hz e 23 Hz. Também é possivel visualizar o
forte acoplamento J1 carbono-fllor pela presenca dos dois dubletos entre 158,58 ppm
e 164,26 ppm com constantes 241 Hz e 246 Hz. Em 131,21 ppm é possivel
caracterizar a presenca do do carbono “CH” vinilico da jung¢do do ciclo 5,6,7,8-
imidazo[1,2-a]pirazina com a funcionalidade tiossemicarbazona. Os picos
diagnosticos em 168,74 ppm e 176,52 ppm caracterizam a presenca,
respectivamente, da carbonila da funcionalidade amida e a tionila da funcionalidade

tiossemicarbazona.
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Figura 33. Espectro de RMN de 3C da molécula 75v obtido no solvente DMSO-d®6.

4.3.6. Ciclizagdo dos derivados tiossemicarbazona 75a,b: Obtencdo da dos
derivados hibridos 5,6,7,8-tetrahidroimidazol,2-a]pirazina/tiazolidinona

77a,b

R

I I
N H (0]
+ Br P — \>—<
1 bN / \N_NH o7 ek, bN Y/ \Y
W /
75a (R'= NO,; R?= H) S 76

N
75e (R*= NO,; R*= 4-OMe-Ph) RZ-NH 77a (R'= NO, R*= H) >\

77b (R'= NO,; R?*= 4-OMe-Ph) S

RZ/N\I)

O

A sintese desses compostos foi feita pela ciclizacdo dos derivados com a
funcionalidade tiossemicarbazona com bromoacetato de etila 76 em meio etandlico,
utilizando acetato de sodio anidro como base a temperatura ambiente, procedimento
ja descrito na literatura (BENMOHAMMED et al., 2014). Bons rendimentos foram
obtidos (Tabela 08). O mecanismo de sintese (Esquema 23) consiste inicialmente na
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remocao do hidrogénio ligado ao N2 com deslocalizacao eletronica e formacéo de um
tio-anion. Esse reage diretamente com o carbono-a do bromoacetato de etila,
liberando a base brometo no meio reacional. A etapa seguinte € a ciclizagdo do
intermediario neutro formado e em seguida a base acetato, presente no meio, retira o

préton do nitrogénio com carga formal +1, originando o ndcleo tiazolidinona.

ACO

Rl \_/
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Esquema 23. Mecanismo de sintese do nucleo tiazolidinona a partir da reacdo do derivado
correspondente tiossemicarbazona com o bromoacetato de etila.

Tabela 08. Rendimentos da obteng&o dos novos derivados hibridos 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazina/tiazolidinona 77.

Rendimento

Cédigo Molécula %
N /N
77a N 63%
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4.3.7. Condensacdo de Knoevenagel: Sintese dos derivados 5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidina-2,4-diona 78a-r

(@] (@] (@]
| N o | N s//<
NAf 7 N\= NA( s
2 — > 2 N—R

1 bN\//>4O * />_N 1 bN\//>/k/

R 3 3 \Rs R 3 \\
75 H H
53, 55a-c 8

A reacdo para obtencdo dos novos derivados 78a-r foi uma condensacédo de
Knoevenagel. Essa reacdo aconteceu entre os derivados aldeidos 7la-ff e a
tiazolidina-2,4-diona 53 assim como seus derivados 55a-c. A reacdo se processou
utilizando como solvente o tolueno em meio a &cido acético e piperidina como
catalisadores. Essa reacdo permaneceu em refluxo por uma hora. Todos os produtos
sdo solidos e foram purificados por lavagem do sdélido com os solventes etanol e
metanol, esse ultimo quando necessario, no caso de uma impureza de maior
polaridade.

O mecanismo de reacdo é o mesmo descrito no Esquema 16, visto que no item
3.3.9 a reacdo de condensacdo é bastante semelhante, tendo como diferenca o
solvente e alguns reagentes apenas. Os rendimentos obtidos na obtencéo desta série
de moléculas foram variados, como pode ser visto na Tabela 09. Algumas moléculas
tiveram rendimentos baixos, como o composto 78g mas em geral os rendimentos

foram de moderados a excelentes.

Tabela 09. Rendimento de obtencéo das novas moléculas hibridas 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazina/tioazolidina-2,4-diona 78a-r.

Compostos 78 R? R3 Cad. R_en~d. Cad. R_en~d.
(posicéo 2) (posicéo 3)

H 78a 47% 78] 58%

o -\&4-Cl)-Ch3 /60 ) 78K o

NO (4-Cl)-CH,COPh  78b 76% 78k 67%

-\a4-F)-CH> /oC (o /ol (o

\ ) y 2 _(4-F)-CH,COPh 78 44% 78l 44%

Cf Q/H -(4-NO,)-CH,COPh  78d 91% 78m 31%

R' = H 78e 72% 78n 60%

s/j%o - -(4-Cl)-CH,COPh  78f 39% 780 44%

)/'N\ , -(4-F)-CH,COPh  78g 25% 78 50%

R
© -(4-NO,)-CH,COPh  78h 36% 78q 42%

OMe H 78i 59% 78r 62%
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As novas moléculas hibridas 78a-r tiveram suas estruturas elucidadas através
da de espectroscopia de RMN de 'H e '3C, infravermelho e massas. A Figura 34
apresenta o espectro de RMN de 'H da molécula 78b. A andlise deste espectro
confirma a formacg&o da molécula pela presenca de todos os hidrogénios evidenciados
pelas cores. Entre 3,78 ppm e 4,93 ppm estao presentes 0s picos correspondentes
aos atomos de hidrogénio dos CH2 presentes na regido imdazol do nucleo 5,6,7,8-
imidazo[1,2-a]pirazina. Um pouco mais desblindado, em 5,32 ppm, esta o sinal
correspondente aos hidrogénios do CH2 da porcdo acetofenona ligada ao nucleo
tiazolidina-2,4-diona. Em 7,50 ppm é possivel verificar a presenca de um pico pouco
intenso que integra para 1 hidrogénio apenas e que corresponde ao hidrogénio vinilico
da regido de condesacéao entre os nucleos 5,6,7,8-imidazo[1,2-a]pirazina e tiazolidina-
2,4-diona. Na regido de campo mais baixo do espectro, regido esta de aparecimento
de prétons aromaticos, € possivel ver um conjunto de sinais, entre eles alguns
dubletos, que correspondem aos atomos aromaticos presentes na molécula. Estes
atomos estédo destacados em verde, na figura, e aparecem no intervalo de 7,67 ppm

a 8,34 ppm como pode ser verificado abaixo.
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Figura 34. Espectro de RMN de H da molécula 78b obtido no solvente DMSO-d6.



172

A Figura 35 apresenta o espectro de RMN de *3C da molécula 78b em DMSO-
d6. Nesse espectro € possivel ver alguns picos diagnosticos da referida molécula,
como por exemplo o sinal em 47,85 ppm que corresponde ao CH2 da porcéo
acetofenona ligada ao nucleo tiazolidina-2,4-diona. Na regido de campo mais baixo
do espectro, podem ser evidenciados alguns picos importantes, como o sinal
em133,52 ppm que corresponde ao carbono vinilico da ligacdo dupla que une os dois
nucleos hibridizados. Os sinais em 139,36 ppm e 148,13 ppm correspondem,
respectivamente, aos carbonos quarternarios aromaticos que possuem ligacdes com
os radicais cloro e nitro. As carbonilas presentes na molécula também podem ser
visualisadas no espectro com os sinais bastantes desblindados, caracteristicas destas
estruturas, em 164,69 ppm, 166,25 ppm, 167,82 ppm e 190,58 ppm, respectivamente.
Os carbonos presentes no nucleo 5,6,7,8-tatrahidroimidazo[l,2-a]pirazina nédo
possuem boa resolucdo, em algumas moléculas os picos podem ser visualizados
apenas pelo espectro bidimensional de “Heteronuclear Single Quantum Coherence —
HSQC”. Possivelmente, 0 ndo aparecimento dos picos referentes a esses carbonos é
devido a uma dificuldade de relaxacéo de spin desses atomos, devido a estrutura ndo

planar deste ndcleo.
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Figura 35. Espectro de RMN de 3C da molécula 78b obtido no solvente DMSO-d6.
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4.4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Todos os reagentes comerciais foram utilizados sem purificagéo adicional. Todos
0s solventes eram reagentes ou grau HPLC. A CCD analitica foi realizada em placas
de gel de silica 60 F254. A cromatografia em coluna foi realizada em gel de silica
Merck 60 (70-230 mesh ASTM) e Cromatografia Flash Grace Reveleris X2TM. Os
rendimentos referem-se a compostos cromatograficamente e espectroscopicamente
puros. Os pontos de fusdo foram determinados num aparelho de ponto de fuséo
Electrothermal 1A 9000. Os espectros de infravermelho (V) foram registrados em um
espectrofotometro Shimadzu IRAffinity-1 IR-FT equipado com um acessorio ATR
MIRacle 10. Os espectros de RMN de 'H e '3C foram registrados em DMSO-d6
utilizando um espectrémetro Bruker AVANCE de 400 MHz. Os deslocamentos
guimicos sdo expressos em ppm, tendo como padrdo interno o tetrametilsilano para
RMN de H, sendo os sinais designados por singleto (s), dubleto (d), tripleto (t), duplo
dubleto (dd), falso tripleto (ft), sinal largo (sl). As andlises de LC / MS foram realizadas
num sistema Waters ACQUITY UPLC-MS constituido por um espectrometro de massa
(MS) equipado com uma Interface de lonizacéo por Electrospray (ESI) e um detector
de Array de Fotodiod (PDA). Os HR-ESI-MS foram realizados utilizando um
instrumento UFLC-MS (IT-TOF) Shimadzu da FIA - (+/-) - HR-ESI-MS.
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4.4.1. Sintese daimidazo[l,2-a]pirazina-2-carboxilato de etila 64a

Soélido marrom

CoHoN302 NWO
MM: 191,18 g/mol QN / o
Rf: 0,25 (ACOEt 100%) <

Pf: 179,9 °C

Rendimento: 25 %

CH,

A uma solucéo de 2-aminopirazina 58 (5g; 52,57 mmol) em DME (dimetdxietano)
foi adicionada uma solu¢ao de bromopiruvato de etila 59 (10,22 mL; 65,19 mmol), em
temperatura ambiente. A mistura reacional permaneceu em agitacdo nestas
condi¢cBes por 2,5 horas. Em seguida, o meio reacional foi refriado a 0°C por 30
minutos e entdo a mistura foi filtrada em funil sinterizado e o pé resultante foi lavado
com éter resfriado.

Posteriormente, esse precipitado foi suspenso em etanol e a mistura resultante
foi colocada em refluxo por 2 horas. A solucédo foi concentrada e o produto resultante
foi solubilizado em CH2Cl2 e lavado com uma solugéo saturada de NaHCOs. A mistura
formada foi filtrada em funil sinterizado e a fase organica foi seca com Na2S04 e 0
solvente foi evaporado. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna
sob um gradiente crescente dos solventes acetato de etila e ciclohexano (1:1; 7:3;

9:1). A etil imidazo[1,2-a]pirazina-2-carboxilato 64a resultante € um pé marrom.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 64a

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

1.372 (t; J =7,2 Hz; 3H); 4.387 (q; J = 7,2 Hz; 2H); 8.023 (d; J = 4Hz; 1H); 8.625 (dd;
J=4 Hz; J’ = 8Hz; 1H); 8.729 (sl; 1H); 9.211 (sl; 1H);

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

14.32 (CHs); 60.80 (CH2); 118.79 (CH); 120.78 (CH); 129.81 (CH) 137.04 (C); 139.97
(C); 144.93 (CH); 162.24 (C=0)

IV (ATR), cm™:

3.093; 2.985; 1.707; 1.525; 1.477; 1.298; 1.222; 1.028; 819

MS (ESI), m/z (%): 192,1 (M+1)
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4.4.2. Sintese daimidazo[l,2-a]pirazina-3-carboxilato de etila 64b

4.4.2.1. Sintese do 2-cloro-3-etoxi-3-oxoprop-1-em-1-olato de potassio_63

Cl
Solido amarelo-alaranjado HSC\/OW)}
CsHeCIKO3 c|> o K

MM: 188,65 g/mol
Rf: ndo determinado
Pf: ndo determinado
Rendimento: 78%

Uma mistura de 2-cloroacetato de etila 60 (9,6 mL; 89,8 mmol) e formato de etila
61 (8,0 mL; 98,7 mmol) foi adicionada a uma suspencao de t-butéxido de potassio 62
(11,1 g; 98,7 mmol) em THF seco (100 mL) a -5°C. Durante a adi¢gdo da mistura, a
temperatura ndo pode ser superior a 10°C. Apds a adicdo, o banho de gelo foi retirado
e a mistura ficou em agitacdo durante 24 horas. O sélido foi filtrado sob funil
sinterizado e lavado com THF. O produto € utilizado na proxima etapa sem prévia
purificacdo. Foram obtidos 13,18 g do produto, correspondendo a um rendimento de
78%.
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4.4.2.2. Sintese da etil imidazo[1,2-a]pirazina-3-carboxilato 64b

P& marrom claro \
CoH9N302 I\Cf/
MM: 191,18 g/mol

Rf: 0,26 (AcOEt/ciclohexano 1:1)
Pf: 131,9 °C

Rendimento: 44,3%

A uma suspencdo de 2-cloro-3-etoxi-3-oxoprop-1-em-1-olato de potassio 63
(13,183 g; 63,88 mmol) em etanol (46,6 mL) foi adicionado inicialmente o H2SOa4
(2,093 mL; 37,264 mmol) e em seguida a 2-aminopirazina 58 (2,21 g; 23,29 mmol). A
mistura resultante foi aquecida até o refluxo por 18 horas. Decorrido o tempo, 0
solvente foi evaporado e entdo ao produto resultante foi adicionado dgua destilada e
entdo o meio foi alcalinizado com uma solugdo de NaOH 10 M. Esta solugéo foi
adicionada lentamente gota-a-gota e o pH deve ficar entre 8 e 9. Em seguida foi feita
extracdo da fase aquosa com acetato de etila. A fase orgéanica foi seca com Na2SO4
anidro e concentrada a vacuo. A purificacao foi feita através de coluna cromatografica
“Flash” e foi utilizado um gradiente dos solventes éter de petréleo e acetato de etila
(7:3; 1:1; 0:1). Foram obtidos 1,973 g do produto puro, correspondendo a um

rendimento de 44,3%

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 64b

14 NMR (400 MHz, DMSO-ds), 5 ppm:

1,360 (t; J= 7,2 Hz; 3H); 4,398 (q; J=8 Hz); 8,219 (d; J= 4 Hz; 1H); 8,425 (s; 1H);
9,089 (dd; J’=4 Hz; J’= 6 Hz); 9,291 (d; J= 1,2 Hz; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

14,12 (CHs); 60,78 (CHz); 116,49 (CH); 120,22 (CH); 131,75 (CH); 141,21 (CH);
142,19 (C); 143,59 (CH); 159,33 (C=0)

IV (ATR), cm™:

3.132; 2.970; 1.693; 1.506; 1.458; 1.369; 1.323; 1.199; 1.062

MS (ESI), m/z (%):

192,1 (M+1)
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4.4.3. Reducéo da pirazina 64a,b

4.4.3.1. Sintese da 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-carboxilato de etila
65a

Sdlido bege

HO N (0]
CoH13N302 N — //
MM: 195,21 g/mol o)
Rf: 0,18 (ACOEt/MeOH 1:1) <

Pf. degradou

Rendimento: 93%

CH,

A uma suspenséo de imidazo[1,2-a]pirazina-2-carboxilato de etila 64a (1 g; 5,230
mmol) em metanol (30,5 mL) foram adicionados Pd®/C 10% (1,11 g; 1,041 mmol) e
formato de amoénio (3,24 g; 50,1374 mmol). Essa mistura foi aquecida a 80°C por 30
minutos e posteriormente foi feita uma filtragéo sob celite®. O solvente foi evaporado
e 0 produto bruto foi utilizado desta forma para a etapa seguinte. Foram obtidos 0,952

g de um solido levemente amarelado, sendo o rendimento 93%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 65a

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

1.281 (t; J=7,2 Hz; 3H); 2.084 (sl; 1H); 3.062 (t; J= 5,6 Hz; 2H; 3.860 (s; 2H); 3.959 (t;
J=5,2 Hz; 2H); 4.223 (q; J= 6,8 Hz; 2H); 7.786 (s;1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

14.47 (CHs); 42.36 (CHz); 43.98 (CHy2); 45.46 (CH2); 59.41 (CH2); 125.51 (C); 130.77
(C); 144.46 (C); 162.66 (C=0)

IV (ATR), cm™:

3.253; 2.985; 1.707; 1.543; 1.365; 1.188; 1.122

MS (ESI), m/z (%):

196,1 (M+1)
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4.4.3.2. Sintese do 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-carboxilato de etila
65b

Soélido levemente amarelado

CoH13N3z302 N
HN%

MM: 195,21 g/mol K/N /

Rf: 0,2 (AcOEt/MeOH 3:7)

Pf: 46,7 °C o

/0
Rendimento: 94% H3C

O método de sintese é similar ao utilizado no item 4.4.3.1.

Foram utilizados o imidazo[1,2-a]pirazina-3-carboxilato de etila 64b (0,813 g;
4,252 mmol), Pd%C 10% (0,906 g; 0,8504 mmol), formato de aménio (2,636 g; 40,8192
mmol) e metanol (24,8 mL). Foram obtidos 0,779 g do produto que foi utilizado sem

prévia purificacdo. O rendimento obtido foi de 94%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 65b

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

1,268 (t; J= 7,2 Hz; 3H); 3,047 (t; J= 5,6 Hz; 2H); 3,326 (sl; NH+H20); 3,882 (s; 2H);
4,093 (t; J=5,6 Hz); 4,231 (q; J= 7,2 Hz; 2H)7,565 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

14,18 (CHs); 42,02 (CHy); 44,23 (CH2); 45,43 (CH2); 59,71 (CH2); 121,58 (C); 135,40
(CH); 148,57 (C); 159,54 (C=0)

IV (ATR), cm™:

3.259; 1.708; 1.537; 1.462; 1.375; 1.172; 1.043

MS (ESI), m/z (%):

196,1 (M+1)
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4.4.4. Protecao da pirazinareduzida 65a,b com Boc

4.4.4.1. Sintese da 7-terc-butil-2-etil-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-2,7(8H)-

dicarboxilato 67a

Sélido branco /Tis j\ ) .
C14H21N304 HsC CHSO '\er_{
MM: 295,33 g/mol o
Rf: 0,36 (100% AcOE) <CH3
Pf. 111,1 °C

Rendimento: 91 %

A uma solucao de 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-carboxilato de etila
65a (1,774 g; 9,089 mmol) em diclorometano (86,5 mL), a 0°C e atmosfera de
nitrogénio, foram adicionados a trietilamina (1,47 mL; 0,5122 mmol) e o anidrido Boc
66 (2 g; 9,089 mmol). O meio reacional permaneceu sob estas condicbes por 5
minutos. Posteriormente o banho de gelo foi retirado e a reacéo ficou em temperatura
ambiente por mais 3 horas. Decorrido o tempo, foi feita extracdo (3 vezes) com acetato
de etila e Agua destilada. A fase orgéanica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente foi
evaporado. Foi feita purificacdo sob cromatografia em coluna de silica gel com um
gradiente dos solventes ciclohexano e acetato de etila (1:1 e 0:1). Foram obtidos 2,443

g de produto puro, correspondendo a um rendimento de 91 %.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 67a

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

1.247 (t; J= 7,2 Hz; 3H); 1.435 (s; 9H); 3.757 (t; J= 6 Hz; 2H); 4.038 (t; J= 5,2 Hz; 2H);
4.199 (q; J= 7,2 Hz; 2H); 4.544 (s; 2H); 7,833 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

14.44 (CH3); 28.07 (CH3); 41.43 (CH2); 43.00 (CH2); 44.20 (CH2); 59.57 (CH2); 80,12
(C); 125.74 (CH); 131.57 (C); 141.83 (C); 153.75 (C=0); 162.39 (C=0)

IR (ATR), cm™:

2.968; 1.716; 1.680; 1.537; 1.477; 1.408; 1.182; 1.163

MS (ESI), m/z (%):

296,2 (M+1)
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4.4.4.2. Sintese da 7-terc-butil-3-etil-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-3,7(8H)-

dicarboxilato 67b

Sdlido branco CH,

o)
|
C14H21N304 HSC4\0)\N

N
MM: 295,33 g/mol CH, C,(/
Rf: 0,38 (Ciclohexano/AcOEt 1:1)
Pf: 76,8 °C 3

Rendimento: 86,4% HsC

—=0O

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.4.1.

Foram utilizados 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-carboxilato de etila
65b (0,736 g; 3,77 mmol), anidrido Boc (0,8 g; 3,77 mmol), TEA (0,61 mL; 4,524 mmol)
e CH2Cl2 seco (35,8 mL). A purificacdo foi feita por meio de coluna cromatografica
utilizando como solventes acetato de etila e ciclohexano (1:1). Foram obtidos 0,962 g.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 67b

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

1,275 (t; J=7,2 Hz; 3H); 1,435 (s; 9H); 3,771 (t; J=5,2 Hz; 2H); 4,249 (m; 4H); 4,592
(s; 2H); 7,623 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

14,14 (CHy2); 27,88 (3CHs3); 40,25 (CHz); 42,51 (CH2); 44,14 (CHy2); 59,93 (CHy2);
79,96 (C); 121,93 (C); 135,90 (CH); 145,76 (C); 153,52 (C=0); 159,38 (C=0)
IV (ATR), cm™;

2.976; 1.693; 1.544; 1.408; 1.298; 1.161; 1.147

MS (ESI), m/z (%):

296,2 (M+1)
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4.4.5. Sintese dos derivados alcoois 68a,b

4.45.1. Sintese da terc-butil-2-(hidroximetil)-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-
7(8H)-carboxilato 68a

Solido bege
C12H19N303 is (|3|

. P N
MM: 253,29 g/mol HyC CH3o L J_\
Rf: Ndo determinado N oH
Pf: 164,8 °C

Rendimento: 80%

A uma solucdo de 7-terc-butil-2-etil-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-2,7(8H)-
dicarboxilato 67a (0,2 g; 0,6772 mmol) em tetrahidrofurano (17,8 mL), a 0°C e
atmosfera de nitrogénio, foi adicionado LiAlH4 (0,10 g; 2,7088 mmol). A mistura
reacional permaneceu sob estas condi¢cdes por 30 minutos. Posteriomente foi
adicionada agua destilada ao meio reacional e foi feita uma filtragdo sob celite®. A
mistura foi extraida com acetato de etila, a fase organica foi seca e o solvente foi
evaporado. O produto foi utilizado para a etapa seguinte sem purificacdo. O
rendimento obtido foi de 80%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 68a

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

1.430 (s; 9H); 3.725 (t; J= 5,6 Hz; 2H); 3.924 (t; J= 5,2 Hz; 2H); 4.284 (d; J= 5,6 Hz;
2H); 4.476 (s; 2H); 4.786 (t; J=6 Hz; 1H); 6.909 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

28.10 (3 CHa); 40.91 (CH2); 42.60 (CH2); 43.45 (CH2); 57.73 (CH2); 79.94 (C); 115.60
(CH); 139.63 (C); 141.94 (C); 153.83 (C=0)

IV (ATR), cm™:

3.199; 1.703; 1.411; 1.155; 1.028

MS (ESI), m/z (%):

N&o absorve UV, Nao detectado no UPLC-MS.
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4.45.2. Sintese da tert-butil 3-(hidroximetil)-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazine-
7(8H)-carboxilato 68b

Solido bege CH; O
L

C12H19N303 HyC o N/YN

CHs3 /
MM: 253,29 g/mol N
Rf: ndo determinado
Pf: 123,4 °C
Rendimento: 87,4%

HO

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.5.1.

Foram utilizados 7-terc-butil-3-etil-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-3,7(8H)-
dicarboxilato 67b (0,875 g; 2,9627 mmol), LiAlH4 (0,331 g; 8,8881 mmol) e THF seco
(77,7 mL). O produto foi utilizado bruto para a etapa seguinte. A massa obtida foi
0,65649, sendo o rendimento 87,4%

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 68b

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

1,433 (s; 9H); 3,758(t; J= 5,6 Hz; 2H); 3,952 (t; J= 5,6 Hz; 2H); 4,397 (s; 2H); 4,506 (s;
2H); 4,997 (sl; 1H); 6,759 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

27,90 (3CHgs); 40,75 (CHz); 41,55 (CH2); 41,80 (CHz); 52,29 (CHz); 79,75 (C); 125,86
(C); 130,66 (CH); 140,65 (C); 193,60 (C=0)

IV (ATR), cm™;

3.136; 2.926; 1.691; 1.415;1.365; 1.240; 1.136; 1.014

MS (ESI), m/z (%):

N&o absorve UV, Nao detectado no UPLC-MS.
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4.4.6. Sintese dos derivados aldeidos protegidos

4.46.1. Sintese da tert-butil 2-formil-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-7(8H)-

carboxilato 69a

Solido bege claro
CHs3

C12H17N30O3 4\ *
MM: 251,28 g/mol HaC CHy J_<

Rf: 0,24 (AcOEt 100%)
Pf: 112,3°C
Rendimento: 81%

A uma solucdo de terc-butil-2-(hidroximetil)-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-
7(8H)-carboxilato 68a (1,129 g; 4,4457 mmol) em diclorometano seco (208 mL), a
temperatura ambiente e atmosfera de nitrogénio, foi adicionado o MnO2 (7,71 g; 89,14
mmol). A mistura reacional permaneceu sob estas condi¢des por 18 horas e entéo foi
feita uma filtracdo sob celite seguida de uma lavagem com &agua destilada. A fase
organica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente foi evaporado. Foi feita purificacédo
através de uma cromatografia em coluna de silica gel utilizando um gradiente dos
solventes ciclohexano e acetato de etila (1:1 e 0:1). Foram obtidos 0,904 g do produto

puro, sendo o rendimento 81%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 69a

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

1,437 (s; 9H); 3,779 (t; J= 5,6 Hz; 2H); 4,093 (t; J= 5,6 Hz; 2H); 4,584 (s; 2H); 8,020
(s; 1H); 9,687 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

27,88 (3CHsz); 39,99 (CH2); 42,36 (CH2); 44,31 (CH2); 79,99 (C); 127,61 (CH); 140,39
(C); 142,89 (C); 153,53 (C=0); 184,87 (C=0)

IV (ATR), cm™:

2.976; 1.691; 1.670; 1.541; 1.390; 1.155; 1.112

MS (ESI), m/z (%):

252,2 (M+1); 90,8 (M-1)




446.2. Sintese da tert-butil
carboxilato 69b

Solido bege

C12H17N30s3

MM: 251,28 g/mol

184

3-formil-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-7(8H)-

CH, O|
Hsc/}\o)\NAfN
CH
3 bN /

Rf: 0,33 (Ciclohexano/AcOEt 3:7) J—H
Pf: 111,1-112,7 °C °

Rendimento: 85%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.6.1.

Foram utilizados tert-butil 3-(hidroximetil)-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazine-
7(8H)-carboxilato 68b (0,894 g; 3,5295 mmol), MnO2 ativado (6,104 g; 70,5910 mmol)
e CH2Cl2 (165 mL). A purificacdo foi feita em cromatografia em coluna “Flash”
automatica utilizando um gradiente dos solventes acetato de etila e ciclohexano (1:1
e 1:0). Foram obtidos 0,757 g, sendo o rendimento 85%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 69b

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

1,436 (s; 9H); 3,772 (t; J= 5,2 Hz; 2H); 4,261 (t; J= 5,2 Hz; 2H); 4,639 (s; 2H); 7,888
(s; 1H); 9,671 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

27,87 (3CHs); 40,13 (CH2); 42,68 (CH2); 44,22 (CH-2); 80,03 (C); 130,94 (C); 142,29
(CH); 147,46 (C); 153,52 (C=0); 179,49 (C=0)

IV (ATR), cm™;

2.976; 1.697; 1.649; 1.471; 1.415; 1.155; 1.118

MS (ESI), m/z (%):

252,1 (M+1)
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4.4.7. Remocéao do grupamento Boc

4.4.7.1. Sintese do cloreto de 7-[2-formil-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina]
70a

Soélido marrom
HO o+ H
C7H10CINZO R
s\
MM: 187,62 g/mol cl 0
Rf: Nao determinado
Pf: Nao determinado

Rendimento: Nao determinado

A uma solucdo de tert-butil 2-formil-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-7(8H)-
carboxilato 69a (1,425 g; 5,670 mmol) em diclorometano (30,3 mL) e metanol (15,1
mL) foi adicionada uma solucdo de HCI 1M em dioxano (17 mL; 17 mmol). A solugéo
resultante foi aquecida até 80°C e permaneceu em agitacdo nestas condicdes por 5
horas. Ao final os solventes foram eliminados e o produto resultante foi utilizado sem

prévia purificacdo. Foram obtidos 1,2 g de produto bruto.
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4.4.7.2. Sintese do cloreto de 7-[3-formil-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina]
70b

Sélido marrom
+ N

H\
C7H10CIN3O N /Y
My
MM: 187,62 g/mol cl
Rf: ndo determinado O// H

Pf: ndo determinado

Rendimento: ndo determinado

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.7.1.

Foram utilizados tert-butil 3-formil-5,6-dihidroimidazo[1,2-a]pirazina-7(8H)-
carboxilato 69b (0,757 g; 3,0124 mmol), HCI 1M em dioxano (9,0373 mL; 9,0373
mmol), CH2Cl2 (16,09 mL) e metanol (8,04 mL). Foram obtidos 0,591 g do produto
bruto.
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4.4.8. N-benzoilacdo dos derivados 5,6,7,8-imidazo[1,2-a]pirazina

4.48.1. Sintese de 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l,2-a]pirazina-2-

carbaldeido 71a

Solido bege claro o

C14H12N4O4 | u
MM: 300,27 g/mol Cr%
Rf: 0,25 (AcOEt/MeOH - 19:1) °
Pf. 218,2 (degradacéo)
Rendimento: 71%

A uma solucéo do cloreto de 7-[2-formil-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina]
70a (0,543 g; 2,8627mmol) em DMF anidro (21,7 mL) foi adicionada a trietilamina (1,08
mL; 8,5881 mmol) e em seguida uma solu¢éo do cloreto de 4-nitro-benzoila 45f (0,531
g; 2,8627 mmol) em THF seco (5 mL), sob atmosfera de nitrogénio. A reacao
permaneceu 30 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente 0s solventes
foram eliminados em rotaevaporador. A purificacao foi feita por coluna cromatogréfica
“Flash” automatica utilizando um gradiente dos solventes acetato de etila e metanol
(0:1 e 19:1). Foram obtidos 0,608 g do 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pirazina-2-carbaldeido 71a.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 71a

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,731 (sl; 1H); 4,160 (sl; 3H); 4,604 (sl; 1H); 4,869 (s;1H); 7,788 (sl; 2H); 8,071 (s; 1H);
8,329 (d; J=5,2 Hz; 2H); 9,715 (sl; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

41,08(CHyz); 4,75 (CH2); 44,76 (CHy); 45,7 (CH2); 123,80 (2CH); 127,62 (CH); 128,44
(2CH); 140,53 (C); 141,37 (C); 142,44 (C); 148,09 (C); 167,87 (C=0); 184,86 (C=0)
IV (ATR), cm™:

3.047; 2.821; 1.681; 1.631; 1.598; 1.514; 1.419; 1.348; 804

MS (ESI), m/z (%):

301,2 (M+1)
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4.4.8.2. Sintese do 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71b

So6lido amarelo escuro

(@]
C14H12N404 | N
MM: 300,27 g/mol Ué )
Rf: 0,25 (ACOEt/MeOH — 19:1) OoN
4/ H
Pf: 169,5 °C S

Rendimento: 42%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.8.1.

Foram utilizados o cloreto de 7-[3-formil-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina]
70b (1,23 g; 6,4846 mmol), cloreto de 4-nitro-benzoila 45f (1,229 g; 6,4846 mmol),
TEA (2,44 mL; 19,4538 mmol), DFM seco (49 mL) e THF seco (11,3 mL). A purificacéo
foi feita por meio de coluna cromatografica automética em gel de silica, utilizando um
gradiente dos solventes ciclohexano e acetato de etila (3:7, 1:1, 0:1). Foram

recuperados 0,815 g do produto puro, sendo o rendimento 42%.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 71b

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,279 (sl; 1H); 4,104 (sl;1H); 4,345 (sl; 2H); 4,669 (sl; 1H); 4,921 (s; 1H); 7,799 (d; J=
7,2 Hz; 2H); 7,933 (sl; 1H); 8,321 (d; J= 8,8 Hz; 2H); 9,693 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

39,08 + 43,42 (CH2); 41,16 + 45,84 (CH2); 44,49 (CH2); 123,79 (2CH2); 128,49 (2CH);
131,00 (C); 141,19 (C); 142,38 (CH); 147,04 (C); 148,11 (C); 167,87 (C=0); 179,54
(C=0)

IV (ATR), cm™:

3.074; 1.662; 1.627; 1.600; 1.512; 1.344; 813

MS (ESI), m/z (%):

301,1 (M+1); 166,2 (M-1)
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4.4.8.3. Sintese do 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l,2-a]pirazine-2-

carbaldeido 71c

Sélido marrom

C14H12FN30O2 I \ !
MM: 273,26 g/mol /@ANLTM
Rf: 0,28 (ACOEt/MeOH — 19:1) F ©
Pf: 114,4 °C

Rendimento: 58%

o

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.8.1.

Foram utilizados 7-[2-formil-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina] 70a (0,45 g;
2,3724 mmol); DMF anidro (18 mL); TEA (0,9 mL; 7,1172 mmol); Cloreto de 4-
fluorobenzoila 45b (0,27 mL; 2,3724 mmol) e THF seco (4,13 mL).

O produto foi purificado por meio de coluna cromatografica “Flash” automatica
com um gradiente dos solventes acetato de etila e metanol (1:0 e 19:1). Foram obtidos
0,375 g.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 7ic

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,832 (sl; 2H); 4,173 (t; J= 5,2 Hz; 2H); 4,765 (s; 2H); 7,324 (ft; J=J"= 8,8 Hz; 2H);
7,587 (dd; J'=5,6 Hz; J”= 8,4 Hz; 2H); 8,061 (s; 1H); 9,694 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CHy2); 40,95 (CH2); 44,33 (CH2); 115,50 (d; J= 23Hz; 2CH); 127,62 (CH); 129,73 (d,;
J=9 Hz; 2CH); 131,98 (C); 140,51 (C); 142,60 (C); 162,82 (d; J= 246 Hz; C-F); 168,85
(C=0); 184,85 (C=0)

IR (ATR), cm™:

3.062; 2.810; 1.680; 1.637; 1.413; 1.317; 1.220; 819

MS (ESI), m/z (%):

274,1 (M+1)
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4.4.8.4. Sintese do 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l,2-a]pirazine-2-
carbaldeido 71d

Sélido marrom

(0]
C14H12rN302 | N
MM: 273,26 g/mol @f )
Rf: 0,31 (AcOEt/MeOH — 19:1) F
4/ H
Pf: 73,1 °C S

Rendimento: 57,5%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.8.1.

Foram utilizados 7-[2-formil-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina] 70b (0,35
g; 1,8452 mmol); DMF anidro (3 mL); TEA (0,7 mL; 5,5356 mmol); Cloreto de 4-
fluorobenzoila 45b (0,21 mL; 1,8452 mmol) e THF seco ou CH3CN (3 mL).

O produto foi purificado por meio de coluna cromatografica em gel de silica com
um gradiente dos solventes acetato de etila e metanol (1:0, 19:1 e 93:7). Foram
obtidos 0,29 g.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 71d

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,84 (sl; 2H); 4,348 (t; J= 5,2 Hz; 2H); 4,824 (s; 2H); 7,316 (ft; J'=J” 8,8 Hz; 2H); 7,597
(dd; J'=5,2 Hz; J’= 8,4 Hz; 2H); 7,906 (s; 1H); 9,687 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

41,44 (CHy); 43,45 (CH2); 44,38 (CHz); 115,50 (d; J°= 21Hz; 2CH); 129,81 (d; J3=8
Hz; 2CH); 131,28 (C); 131,31 (C); 142,36 (CH); 147,15 (C); 162,87 (d; J1= 246 Hz; C-
F); 168,83 (C=0); 179,52 (C=0)

IV (ATR), cm™:

1.666; 1.631; 1.600; 1.419; 1.224; 1.138; 842; 810

MS (ESI), m/z (%):

274,1 (M+1)
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4.4.8.5. Sintese de 7-(4-metoxibenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l1,2-a]pirazina-2-

carbaldeido 71e

Sdlido braco

C15H15N303 ? N |
MM: 285,29 g/mol e @fﬁ
Rf: 0,26 (ACOEY/MeOH — 9,3:0,7) o ©

Pf: 130,8-133,2
Rendimento: 40,5%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.8.1.

Foram utilizados 7-[2-formil-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina] 70a (0,2 g;
1,0656 mmol); DMF anidro (8,07 mL); TEA (0,4 mL; 3,1968 mmol); cloreto de 4-
metoxibenzoila 45c¢ (0,181 g; 1,0656 mmol) e THF seco (1,85 mL).

O produto foi purificado por meio de coluna cromatografica “Flash” automatica
com um gradiente dos solventes acetato de etila e metanol (1:0 e 19:1). Foram obtidos
0,123 g.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 71e

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,814 (s; 3H); 3,913 (sl; 2H); 4,179 (t; J= 4,8 Hz; 2H); 4,761 (s; 2H); 7,025 (d; J= 8,8
Hz; 2H); 7,481 (d; J= 8,4 Hz; 2H); 8,054 (s; 1H); 9,692 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 42,00 (CH?2); 44,39 (CH); 55,27 (CHs); 113,77 (CH2); 126,81 (C); 127,65
(CH); 129,23 (2CH); 140,51 (C); 142,79 (C); 160,63 (C); 169,70 (C=0); 184,88 (C=0)
IV (ATR), cm™:

2.990; 1.678; 1.627; 1.604; 1.411; 1.247; 848; 817

MS (ESI), m/z (%):

286,2 (M+1)
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4.4.8.6. Sintese do 7-(4-metoxibenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l,2-a]pirazine-3-
carbaldeido 71f

Solido bege

C15H15N303 |

MM: 285,29 g/mol e g\/{
Rf: 0,38 (AcOEt/ MeOH — 93:7) ©

Pf. 142,6 °C of
Rendimento: 51,3%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.8.1.

Foram utilizados 7-[2-formil-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina] 70b (0,2 g;
1,0656 mmol); DMF anidro (8,07 mL); TEA (0,4 mL; 3,1968 mmol); cloreto de 4-
metoxibenzoila 45c¢ (0,181 g; 1,0656 mmol) e THF seco (1,85 mL).

O produto foi purificado por meio de coluna cromatografica “Flash” automatica com
um gradiente dos solventes acetato de etila e metanol (1.0 e 19:1). Foram obtidos
0,156 g.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 71f

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,814 (s; 3H); 3,896 (sl; 2H); 4,350 (t; J= 5,2 Hz; 2H); 4,818 (s; 2H); 7,021 (d; J= 8,4
Hz; 2H); 7,491 (d; J= 8,8 Hz; 2H); 7,904 (s; 1H); 9,689 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 42,37 (CH2); 44,40 (CH2); 55,25 (CHs3); 113,76 (2CH); 126,76 (C); 129,26
(2CH); 130,99 (C); 142,32 (CH); 147,30 (C); 160,65 (C); 169,64 (C=0); 179,49 (C=0)
IV (ATR), cm™:

2.968; 1.666; 1.627; 1.604; 1.419; 1.244; 846; 817

MS (ESI), m/z (%):

286,2 (M+1)
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4.4.9. Sintese das tiossemicarbazidas
4.4.9.1. Sintese da N-fenilhidrazinacarbotiamida 74b

Solido branco

C7H9oN3S NHTNH\NHZ
MM: 167,23 g/mol S

Rf: 0,33 (Ciclohexano / Acetato de etila — 1:1)
Pf. 139,2-141,4 °C
Rendimento: 80,6%

A uma solucéo de isotiocianato de fenila 72a (0,2 mL; 1,68 mmol) em 14 mL de
etanol foi adicionada a hidrazina 64% 73 (0,079 mL; 1,68 mmol). Uma suspensao
branca foi formada. A reacdo permaneceu sob vigorosa agitacdo em temperatura
ambiente por 30 minutos. Em seguida, o solvente foi evaporado e o soélido resultante
foi suspenso em etanol e em seguida filtrado em funil sinterizado, seguido de lavagens

do sélido com etanol. A massa obtida foi 1,13g de um sélido branco.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 74b

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

4,787 (sl; 2H); 7,090 (t; J= 7,2 Hz; 1H); 7,293 (t; J= 7,6 Hz; 2H); 7,644 (d; J= 5,6 Hz;
2H); 9,111 (s; 1H); 9,652 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

123,56 (CH); 124,19 (CH); 128,18 (CH); 139,42 (C-NH); 179,56 (C=S)

IV (ATR, cm™:;

3.298; 3.149; 1.490; 1.282; 1.217; 894

MS (ESI), m/z (%):

168,0 (M+1); 166,2 (M-1)
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4.4.9.2. Sintese da N-(4-clorofenil)hidrazinacarbotiamida 74c

Solido branco
C7HsCIN3S

MM: 201,67 g/mol /©/NHTNH\NH2
Rf: 0,26 (Ciclohexano / Acetato de etila — 3:7) al S

Pf: 184,9 °C

Rendimento: 84%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.9.1.
Foram utilizados isotiocianato de 4-clorofenila 72b (0,169 g; 1 mmol), hidrazina
64% 73 (0,046 mL; 1 mmol) e etanol (8,3 mL). A suspenséo resultante foi filtrada e o

sélido foi lavado com etanol. A massa obtida foi 0,169 g.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 74c

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

4,850 (sl; NH2); 7,334 (d; J= 8,4 Hz; 2H); 7,693 (d; J= 6 Hz; 2H); 9,214 (s; NH); 10
(sl; NH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

125,11 (2CH); 127,77 (2CH); 127,77 (C); 138,29 (C-Cl); 179,33 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.288; 3.172; 3.235; 1.531; 1.519; 1.479; 1.269; 827; 758

MS (ESI), m/z (%):

202,0 (M+1); 200,2 (M-1)
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4.4.9.3. Sintese da N-(4-fluorofenil)hidrazinacarbotiamida 74d

Solido branco

NH NH
CHsFNsS /@ N
S
MM: 185,22 g/mol F

Rf: 0,27 (Acetato de etila/ Ciclohexano — 1:1)
Pf. 176,6 °C
Rendimento: 94,5%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.9.1.

Foram utilizados isotiocianato de 4-fluorofenila 72c (1,3 g; 8,512 mmol),
hidrazina 64% 73 (0,4 mL; 8,512 mmol) e etanol (70,5 mL). A suspenséao resultante foi
filtrada em funil sinterizado e o sélido obtido foi lavado com etanol. A massa obtida foi
1,49 g.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 74d

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

4,766 (sl; NH2); 7,122 (m; 2H); 7,602 (s; 2H); 9,129 (s; NH); 9,661 (sl; NH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

114,47 (d; J= 22 Hz; 2CH); 125,80 (2CH); 135,60 (C); 158,83 (d; J= 239 Hz; C-F);
179,73 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.307; 3.111; 1.543; 1.411; 1.284; 1.149; 837

MS (ESI), m/z (%):

186,1 (M+1); 184,2 (M-1)
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4.4.9.4. Sintese da N-(4-metoéxifenil)hidrazinacarbotiamida 74e

Solido branco

CsH11N30S NH__NH
T

MM: 197,26 HsCsg S

Rf: 0,23 (Acetato de etila/ Ciclohexano — 1:1)

Pf: 189,2 °C
Rendimento: 91,5%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.9.1.

Foram utilizados isotiocianato de 4-metoxifenila 72d (1,18 mL; 8,512 mmol),
hidrazina 64% (0,4 mL; 8,512 mmol) e etanol (70,6 mL). Em seguida a suspensao foi
filtrada em funil sinterizado e o sélido foi lavado com etanol. Foi obtido um sdlido

branco, com massa igual a 1,5 g.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 74e

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,732 (s; 3H); 4,717 (sl; 2H); 6,863 (d; J= 8,8 Hz; 2H); 7,439 (d; J= 8 Hz; 2H); 8,984
(s; 1H); 9,502 (sl; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

55,16 (CHs); 125,55 (2CH); 113,19 (2CH); 132,17 (C); 156,13 (C); 179,82 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.103; 2.937; 1.541; 1.508; 1.292; 1.242; 1.028; 831

MS (ESI), m/z (%):

198,1 (M+1); 196,3 (M-1)
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4.4.9.5. Sintese da N-(4-nitrofenil)hidrazinacarbotiamida 74f

Solido amarelo-alaranjado

NH NH
C7HsN4O2S /©/ T “NH,
MM: 212,22 g/mol ON S

2

Rf: 0,23 (Acetato de etila/ Ciclohexano — 1:1)
Pf: 183,5°C

Rendimento: 89%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.9.1.

Foram utilizados isotiocianato de 4-nitrofenila 72e (0,72 g; 4 mmol), hidrazina
64% 73 (0,184 mL; 4 mmol) e etanol (32,6 mL). Em seguida a suspencéo resultante
foi filtrada em funil sinterizado e o sdlido lavado com etanol. A massa obtida foi 0,75 g

de um sdlido amarelo-alaranjado.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 74f

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

6,479 (sl; 2H); 7,856 (s; 1H); 8,162 (s; 4H); 9,606 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

122,04 (2CH); 123,80 (2CH); 142,46 (C); 145,75 (C); 178,74 (C=S)
IV (ATR), cm™:

3.242; 1.502; 1.330; 1.273; 1.203; 833

MS (ESI), m/z (%):

213,1 (M+1); 211,3 (M-1)
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4.4.10. Sintese dos derivados tiossemicarbazona 75a-x

4.4.10.1. Sintese da (E)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-

2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75a

Sélido cinza claro ci
C15H1sN703S Nﬁ/N H S
- N NH
. 2
MM: 373,39 g/mol o bwﬁ\N_Nﬁ_
Rf: 0,35 (AcOEt/ MeOH - 95:5)
Pf: 267,1 °C

Rendimento: 60%

A uma solucdo de 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 7l1a (0,06 g; 0,1998 mmol) em etanol (2,6 mL) foi adicionada a
hidrazinacarbotioamida 74a (0,018 g; 0,1998 mmol) e a suspenséo resultante 1 gota
de HCI concentrado. Esta Mistura permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente
por 1 hora. Posteriormente o precipitado foi filtrado sob funil de vidro sinterizado e

lavado com etanol. Foram obtidos 0,041 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75a

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,80 (sl; 1H); 4,21 (s; 3H); 4,90 (sl; 1H); 5,13 (s; 1H); 7,81 (s; 2H); 7,97 (s; 2H); 8,34
(d; J= 8,4 Hz; 2H); 8,47 (sl; 2H); 11,80 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,04 + 42,74 (CH2); 38,60 (CHz); 44,44 (CH2); 121,45 (CH); 123,86 (2CH); 127,96
(CH); 128,63 (2CH); 136,46 (C); 140,65 (C); 141,65 (C); 148,40 (C-NO2); 167,89
(C=0); 178,67 (C=S)

IV (ATR), cm™;

3.415; 3.128; 2.985; 1.649; 1.602; 1.546; 1.519; 1.510; 1.433; 1.346; 1.257; 856
HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 374,1029; encontrado 374,1021
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4.4.10.2. Sintese da (E)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-

2-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida 75b

Solido bege o
|
C21H19N703S /YN H S
N - \

: NH
MM: 449,48 g/mol o [ n j—<\N _N>_H
Rf: 0,31 (AcOEt/ MeOH — 95:5)

Pf. 250,6 °C

Rendimento: 88%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71a (0,1 g; 0,333 mmol), etanol (4,3 mL), N-fenilhidrazinacarbotiamida
74b (0,07 g; 0,333 mmol) e 2 gotas de HCI concentrado. A purificacao foi feita pela
lavagem do sélido com etanol, metanol e em seguida agua destilada. Foram obtidos
0,131 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75b

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,80 (sl; 3H + D20); 4,21 (s; 3H) 4,90 (sl; 1H); 5,12 (s; 1H); 7,19 (s; 1H); 7,36 (s; 2H);
7,73 (s; 2H); 7,81 (d; J= 8 Hz; 2H); 8,04 (s; 1H); 8,09 (s; 1H); 8,34 (s; J= 8,4 Hz; 2H);
10,49 (s; 1H); 12,19 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

37,68 + 42,73 (CHz); 38,47 + 42,93 (CH2); 45,18 (CH2); 121,85 (CH); 123,83 (2CH);
125,17 (CH); 125,29 (2CH); 127,87 (2CH); ? (C); 128,47 (2CH); 128,70 (CH); 138,56
(C); 140,71 (C); 141,77 (C); 148,25 (C-NO2); 167,88 (C=0); 175,81 (C=S),

IV (ATR), cm™:

3.080; 2.904; 1.633; 1.595; 1.517; 1.440; 1.352; 850

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 450,1342; encontrado 450,1360
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4.4.10.3. (E)-N-(4-clorofenil)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pyrazin-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75¢

Solido bege <|3
C21H18CIN7O3S NAKN H s\

NH
MM: 483,93 g/mol on bwﬁ\N_N}f
Rf: 0,45 (AcOEt/ MeOH - 93:7)
Pf. 224,2 °C

Rendimento: 73%

Cl

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 7l1a (0,1 g¢g; 0,333 mmol), etanol (4,3 mL), N-(4-
clorofenil)hidrazinacarbotiamida 74c (0,067 g; 0,333 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificacao foi feita pela lavagem do sélido com etanol, metanol e em
seguida agua destilada. Foram obtidos 0,117 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75c¢

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,78 (sl; 1H); 4,19 (sl; 3H); 4,88 (m; 2H); 7,41 (sl; 2H); 7,73 (sl; 2H); 7,80 (dI; J= 4 Hz;
2H); 7,99 (s; 1H); 8,08 (sl; 1H); 8,34 (dI; J= 8Hz; 2H); 10,32 (sl; 1H); 12,13 (sl; 1H)
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,90 + 43,75 (CH2); 39,87 (CH2); 44,68 (CH2); 121,42 (C); 123,84 (2CH); 124,28 (CH);
126,37 (CH); 126,87 (2CH); 127,82 (CH); 127,89 (CH); 128,51 (2CH); 129,18 (2CH);
130,86 (CH); 134,76 (C-CI); 137,62 (C); 140,89 (C); 141,44 (C); 148,22 (C-NO2);
167,87 (C=0); 175,63 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.211; 2.958; 1.658; 1.625; 1.517; 1.492; 1.344; 1.257; 1.195; 848; 767

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 484,0953; encontrado 484,0938
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4.4.10.4. (E)-N-(4-fluorofenil)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pyrazin-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75d

Solido cinza claro
|
C21H18FN703S N H S
| N N
MM: 467,5 g/mol v/ N\
Rf: 0,33 (AcOEt/ MeOH — 95:5)

Pf: 243,5°C

Rendimento: 73%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 7l1a (0,1 g¢g; 0,333 mmol), etanol (4,3 mL), N-(4-
fluorofenil)hidrazinacarbotiamida 74d (0,088 g; 0,333 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificacdo foi feita pela lavagem do sélido com metanol. Foram
obtidos 0,113 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75d

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,80 (sl; 2H); 4,21 (s; 2H); 4,88 (sl; 1H); 5,12 (s; 1H); 7,17 (ml; 2H); 7,68 (sl; 2H); 7,81
(s; 2H); 8,03 (sl; 1H); 8,08 (sl; 1H); 8,34 (d; J= 8 Hz; 2H); 10,48 (s; 1H); 12,22 (s; 1H)
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,61 + 43,27 (CH2); 42,69 (CH2); 45,16 (CH2); 114,61 (d; J?= 22 Hz; 2CH); 121,81
(CH); 123,84 (2CH); 128,52 (2CH); 129,06 (CH); 134,85 (C); 140,66 (C); 141,81 (C);
148,27 (C-NO2); 161,88 (d; J'= 234 Hz; C-F); 167,89 (C=0); 176,16 (C=S); ? (C)

IV (ATR), cm™:

3.099; 1.639; 1.600; 1.519; 1.504; 1.419; 1.350; 1.193; 839

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 468,1248; encontrado 468,1247
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4.4.10.5. (E)-N-(4-metoxifenil)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pyrazin-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75e

Solido bege

C22H21N704S

MM: 479,51 g/mol

Rf: 0,4 (AcOEt/ MeOH - 95:5)
Pf: 209,2 °C

Rendimento: 93% HsC

O
| N H S
I

O,N

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 7l1a (0,1 g¢g; 0,333 mmol), etanol (4,3 mL), N-(4-
metoxifenil)hidrazinacarbotiamida 74e (0,082 g; 0,333 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificacao foi feita pela lavagem do sélido com etanol e metanol.
Foram obtidos 0,148 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75¢e

IV (ATR), cm™:

3.221; 2.920; 1.631; 1.597; 1.512; 1,354; 1.247; 1.193; 835

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 480,1448; encontrado 480,1463
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4.4.10.6. (E)-N-(4-nitrofenil)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pyrazin-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75f

Sélido amarelo T)
C21H18NsOsS NAVN H S

- \\ NH
MM: 494,48 g/mol on bN\ﬂ\N e
Rf: 0,4 (AcOEt MeOH — 95:5)
Pf. 250,5 °C

Rendimento: 87%

NO,

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 7l1a (0,1 g¢g; 0,333 mmol), etanol (4,3 mL), N-(4-
nitrofenil)hidrazinacarbotiamida 74f (0,070 g; 0,333 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificacdo foi feita pela lavagem do sélido com metanol. Foram
obtidos 0,144 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75f

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,82 (s; 1H); 4,22 (s; 3H); 4,92 (s; 1H); 5,13 (s; 1H); 7,82 (sl; 2H); 8,08 (sl; 1H); 8,15
(sl; 1H); 8,25 (m; 4H); 8,35 (d; J= 8 Hz; 2H); 10,88 (sl; 1H); 12,51 (s; 1H);

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

37,82 + 42,96 (CHz); 38,52 + 44,04 (CHz); 46,21 (CH2); 122,44 (CH); 123,47 (2CH);
123,83 (2CH); 124,43 (2CH); 128,09 (C); 128,49 (C); 130,01 (CH); 140,64 (C); 142,02
(C); 143,50 (C); 144,88 (C-NO2); 148,25 (C-NO2) 167,89 (C=0); 175,37 (C=S);

IV (ATR), cm™:

3.105; 1.643; 1.597; 1.504; 1.330; 1.199; 852

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 495,1193; encontrado 495,1202
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4.4.10.7. Sintese da (E)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo(1,2-

a]pirazin-2-il)metileno)hidrazinocarbotioamida 759

Solido branco-rosado
C1sH15FN6OS

MM: 346,38 g/mol

Rf: 0,33 (AcOEt/ MeOH — 95:5)
Pf: 265,4 °C

Rendimento: 87%

(@]

|
N /N H
SO

HoN

S

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71c (0,078 g; 0,2854 mmol), etanol (3,7 mL), hidrazinacarbotioamida 74a
(0,026 g; 0,2854 mmol) e 1 gota de HCI concentrado. A purificacdo foi feita pela
lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos 0,086 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75q

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,91 (sl; 2H); 4,22 (s; 2H); 5,03 (s; 2H); 7,35 (ft; J= J”= 8 Hz; 2H); 7,61 (dd; J'= 4 Hz;
J"=8Hz; 2H); 7,96 (s; 1H); 7,97 (s; 1H); 8,45 (sl; 2H); 11,79 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

39,43 (CH2); ? (CH2); 45,01 (CH2); 115,55 (d; J?= 21 Hz; 2CH); 121,34 (CH); 127,87
(C); 128,59 (CH); 130,00 (C); 130,82 (d; J3= 3 Hz; 2CH); 141,85 (C); 163,01 (d; J'=
247 Hz; C-F); 168,88 (C=0); 178,43 (C=S)

IV (ATR), cm™;

3.464; 3.126; 1.637; 1.600; 1.546; 1.502; 1.257; 1.172; 840

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 347,1084; encontrado 347,1083
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4.4.10.8. Sintese da (E)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo(1,2-

a]pirazin-2-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida 75h

Solido branco

O
|
C21H19FN6sOS N/%_{
MM: 422,47 g/mol i (v N\
Rf: 0,34 (ACOEt/ MeOH — 95:5) />-—NH
Pf: 217,2 °C

Rendimento: 82%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1., mas, com 2 horas
de tempo reacional.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71c (0,046 g; 0,1683 mmol) etanol (5,0 mL), N-fenilhidrazinacarbotiamida
74b (0,028 g; 0,1683 mmol) e 1 gota de HCI concentrado. A purificacao foi feita pela
lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos 0,058 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75h

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,91 (sl; 2H); 4,22 (s; 2H); 5,03 (s; 2H); 7,20 (t; J= 7,2 Hz; 1H); 7,34 (m; 4H); 7,61 (dd;
J’=6Hz; J”=7,6 Hz; 2H); 7,69 (d; J= 7,6 Hz; 2H); 8,03 (s; 1H); 8,07 (s; 1H); 10,38 (s;
1H); 12,18 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 38,87 (CH2); 44,97 (CH2); 115,56 (d; J2= 22 Hz; 2CH); 121,86 (CH); 125,29
(CH); 127,96 (2CH); 128,68 (CH); 129,88 (d; J3= 3 Hz; 2CH); 130,81 (C); 130,84 (C);
138,53 (C); 141,93 (C); 168,88 (C=0); 168,58 (C-Fnwmsc); 175,87 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.093; 1.643; 1.597; 1.535; 1.425; 1.255; 1.195; 856; 759

MS (ESI), m/z (%):

423.1 (M+1); 421.3 (M-1)
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4.4.10.9. Sintese do (E)-N-(4-clorofenil)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75i

Sélido branco ff

C21H18CIFNsOS N =N H
MM: 456,92 g/mol qﬁ\m—w
Rf: 0,33 (ACOEt/ MeOH — 95:5) S/>_ N

Pf: 236,2 °C

Rendimento: 83% o

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71c (0,105 g¢g; 10,3842 mmol), etanol (5 mL), N-(4-
clorofenil)hidrazinacarbotiamida 74c (0,077 g; 0,3842 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificagao foi feita pela lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos
0,146 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75i

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,91 (sl; 2H); 4,23 (s; 2H); 5,04 (s; 2H); 7,35 (ft; J'= J"= 8,8 Hz; 2H); 7,42 (d; J= 8 Hz;
2H); 7,62 (dd; J= 8,4 Hz; J"= 5,6 Hz; 2H); 7,78 (d; J= 8 Hz; 2H); 8,04 (s; 1H); 8,09 (s;
1H); 10,51 (s; 1H); 12,28 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 39,79 (CH2); 45,10 (CH2); 115,56 (d; J2= 22 Hz; 2CH); 121,97 (CH); 126,89
(2CH); 127,82 (2CH); 129,21 (CH); 129,82 (C); 129,97 (2CH); 130,10 (C); 130,81 (C);
137,52 (C); 141,95 (C); 163,02 (d; J'= 246 Hz; C-F); 168,88 (C=0); 175,82 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.209; 3.095; 1.631; 1.591; 1.535; 1.423; 1.257; 1.091; 829; 761

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 457,1008; encontrado 457,1025
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4.4.10.10.(E)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-

il)metileno)-N-(4-fluorofenil)hidrazinacarbotioamida 75j

Sdlido branco O| y
C21H18F2NsOS ﬁg}@
MM: 440,46 g/mol F N
Rf: 0,45 (AcOEt/ MeOH — 95:5) s/
Pf. 239,4 °C

Rendimento: 64% F

NH

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71c (0,082 g¢g; 0,3 mmol), etanol (3,9 mL), N-(4-
fluorofenil)hidrazinacarbotiamida 74d (0,055 g; 0,3 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificacdo foi feita pela lavagem do sélido com etanol e em seguida
metanol. Foram obtidos 0,085 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75§

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,91 (sl; 2H); 4,22 (s; 2H); 5,03 (s; 2H); 7,18 (ft; J=J"= 8,4 Hz; 2H); 7,34 (ft; J= J'=
7,2 Hz; 2H); 7,61 (dd; J= 4 Hz; J"= 8 Hz; 2H); 7,70 (dd; J= 4 Hz; J= 8 Hz; 2H); 8,03
(s; 1H); 8,07 (s; 1H); 10,51 (s; 1H); 12,20 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 38,8 (CH2) 45,05 (CH2); 114,52 (d; J°= 22 Hz; 2CH); 115,55 (d; J?= 22 Hz;
2CH); 121,86 (CH); 127,45 (2CH); 128,33 (C); 128,72 (CH); 130,02 (2CH); 130,83 (C);
134,89 (C); 141,90 (C); 159,47 (d; J'= 240 Hz; C-F); 163,01 (d; J'= 247 Hz; C-F);
168,88 (C=0); 176,12 (C=S)

IV (ATR), cm™;

3.082; 1.637; 1.604; 1.548; 1.508; 1.429; 1.259; 1.230; 1.070; 839

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 441,1303; encontrado 441,1297
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4.4.10.11.Sintese da (E)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo(1,2-

a]pirazin-2-il)metileno)-N-(4-metoxifenil)hidrazinacarbotioamida 75k

Sélido bege |O
H

C22H21FN6O2S N/YN

/2
MM: 452,5 g/mol F NN

NH

Rf: 0,38 (AcOEt/ MeOH — 95:5) s/
Pf. 238,7 °C

Rendimento: 86%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71c (0,07 g¢g; 0,2561 mmol), etanol (3,3 mL), N-(4-
metoxifenil)hidrazinacarbotiamida 74e (0,050 g; 0,2561 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificagao foi feita pela lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos
0,1 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75k

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,76 (s; 3H); 3,91 (sl; 2H); 4,22 (s; 2H); 5,03 (s; 2H); 6,91 (d; J= 8,4 Hz; 2H); 7,34 (ft;
J'=J"=8,4 Hz; 2H); 7,61 (dd; J= 6 Hz; J= 7,6 Hz; 2H); 7,52 (d; J= 8,4 Hz; 2H); 8,02
(s; 1H); 8,05 (s; 1H); 10,33 (s; 1H); 12,09 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CHz); 39,39 (CHz); 45,00 (CHz); 55,20 (CHs); 113,17 (2CH); 115,55 (2CH); 121,68
(CH) 126,93 (2CH); 128,40 (CH); 129,95 (2CH); 130,83 (C); 131,43 (C); 141,86 (C);
156,84 (C); 163,01 (d; J'= 247 Hz; C-F); 168,88 (C=0); 176,09 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.205; 1.620; 1.516; 1.436; 1,242; 1.193; 827

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 453,1503; encontrado 453,1507
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4.4.10.12.Sintese da (E)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo(1,2-

a]pirazin-2-il)metileno)-N-(4-nitroifenil)hidrazinacarbotioamida 75|

Solido marrom ?
C21H18FN703S N/YN H
MM: 467,47 g/mol b“ﬁ\_m
Rf: 0,3 (AcOEt MeOH — 95:5) }*N”
Pf: 239,7 °C
Rendimento: 93%
NO,

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71c (0,07 g¢g; 0,2561 mmol), etanol (3,3 mL), N-(4-
nitrofenil)hidrazinacarbotiamida 74f (0,054 g; 0,3659 mmol) e 1 gota de HCI

concentrado. A purificagao foi feita pela lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos
0,111 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75|

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,93 (sl; 2H); 4,23 (sl; 2H); 5,04 (sl; 2H); 7,35 (ft; J= J"= 8 Hz; 2H); 7,62 (dd; J= 4 Hz;
J"=8 Hz; 2H); 8,06 (s; 1H); 8,13 (s; 1H); 8,24 (m; 4H); 10,82 (sl; 1H); 12,50 (s; 1H)
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CHz); 39,42 (CHz); 45,04 (CH2); 115,56 (d; J?= 22 Hz; 2CH); 122,43 (CH); 123,50
(2CH); 124,39 (2CH); 128,14 (C); 130,07 (3CH); 130,83 (C); 142,07 (C); 143,52 (C);
144,88 (C-NO2); 163,02 (d; J'= 246 Hz; C-F); 168,88 (C=0); 175,38 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.261; 3.072; 2.899; 1.633; 1.598; 1.544; 1.504; 1.327; 1.199; 852

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 468,1248; encontrado 468,1241
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4.4.10.13.Sintese da (E)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-

3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75m

Solido bege

Ci15H15N703S O| \
MM: 373,39 g/mol NCK/
Rf: 0,43 (AcOEt/ MeOH — 98:2) OaN

Pf: 256,5 °C v

Rendimento: 99% S=—

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71b (0,07 g; 0,2331 mmol), etanol (3,0 mL), hidrazinacarbotiamida 74a
(0,021 g; 0,2331 mmol) e 1 gota de HCI concentrado. A purificacdo foi feita pela
lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos 0,086 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75m

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,80 (sl; 1H); 4,14 (sl; 1H); 4,38 (sl; 2H); 5,08 (sl; 1H); 5,13 (sl; 1H); 7,80 (sl; 2H); 8,09
(sl; 2H); 8,34 (sl; 2H); 8,99 (s; 2H); 9,75 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

37,87+ 42,92 (CH2); 44,08 (CH2); 39,14 + 40,13 (CH2); 122,32 (CH); 123,81 (2CH);
127,22 (C); 128,58 (2CH); 130,83 (CH); 140,63 (C); 145,52 (C); 148,25 (C-NOy);
167,73 (C=0); 179,96 (C=S)

IV (ATR), cm™;

3.439; 3.107; 2.594; 1.629; 1.606; 1.595; 1.521; 1.427; 1.355; 1.259; 852

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 374,1029; encontrado 374,1028
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4.4.10.14.Sintese da (E)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-

3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida 75n

‘i |
Sélido bege \ %N
C21H19N703S K/ /

MM: 449,48 g/mol

/ H
Rf: 0,4 (ACOEY MeOH — 93:7) N\

NH
Pf: 245 °C S#
Rendimento: 71% NH

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71b (0,08 g; 0,2664 mmol), etanol (3,5 mL), N-fenilhidrazinacarbotiamida
74b (0,044 g; 0,2664 mmol) e 1 gotas de HCI concentrado. A purificacdo foi feita pela
lavagem do 74a sélido com etanol. Foram obtidos 0,085 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75n

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,81 (sl; 1H); 4,16 (sl; 1H); 4,53 (sl; 2H); 4,92 (sl; 1H); 5,13 (sl; 1H); 7,22 (sl; 1H); 7,37
(sl; 2H); 7,44 (sl; 1H); 7,54 (d; J= 8 Hz; 2H); 7,82 (d; J= 8 Hz; 2H); 8,19 (s; 1H); 8,34
(sl; 2H); 9,75 (s; 1H); 12,06 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,47 + 43,07 (CH2); 45,14 (CH2); 39,68 + 40,39 (CH2); 118,71 (CH); 123,06 (C);
123,81 (2CH); 125,67 (3CH); 128,10 (2CH); 128,67 (2CH); 131,08 (CH); 138,84 (C);
140,67 (C); 142,30 (C); 148,27 (C-NO2); 167,81 (C=0); 176,10 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.269; 2.459; 1.654; 1.598; 1.523; 1,494; 1.338; 1.184; 850

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 150,1342; encontrado 150,1347
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4.4.10.15.(E)-N-(4-clorofenil)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pyrazin-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 750

Sélido bege /@ANAKN

/
C21H18CIN7O3S oN K/N
MM: 483,93 g/mol /H

N
Rf: 0,38 (ACOEt/ MeOH — 93:7) NH
Pf: 231,6 °C ~

NH

Rendimento: 89% Q
cl

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71b (0,065 g¢g; 0,2164 mmol), etanol (2,8 mL), N-(4-
clorofenil)hidrazinacarbotiamida 74c (0,044 g; 0,2164 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificacdo foi feita pela lavagem do sélido com etanol, metanol e em

seguida agua destilada. Foram obtidos 0,093 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 750

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,80 (sl; 1H); 4,15 (sl; 1H); 4,52 (sl; 2H); 4,89 (sl; 1H); 5,12 (sl; 1H); 7,43 (sl; 2H); 7,59
(d; J= 8 Hz; 2H); 7,82 (d; J= 8 Hz; 2H); 8,13 (sl; 1H); 8,18 (sl; 1H); 8,34 d; J= 8 Hz;
2H); 9,79 (s; 1H); 12,11 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,04 + 43,04 (CHz); 45,16 (CH2); 39,04 (CH2); 123,80 (2CH); 123,83 (CH); 127,27
(2CH); ? (C); 127,99 (2CH); 128,66 (2CH); 131,58 (C-Cl); 137,82 (C); 140,67 (C);
142,46 (C); 148,27 (C-NOy); 167,76 (C=0); 175,93 (C=S)

IV (ATR), cm™;

3.263; 1.653; 1.600; 1.519; 1.492; 1.340; 1.261; 1.186; 829

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 484,0953; encontrado 484,0948




213

4.4.10.16. (E)-N-(4-fluorofenil)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pyrazin-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75p

Solido bege NCKN/

C21H18FN703S ON N

MM: 467,5 g/mol Y H
Rf: 0,46 (ACOEt/ MeOH — 93:7) \H
Pf: 234,2 °C =(

Rendimento: 88%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71b (0,08 g¢g; 0,2664 mmol), etanol (3,45 mL), N-(4-
fluorofenil)hidrazinacarbotiamida 74d (0,05 g; 0,2664 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificagéo foi feita pela lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos
0,11 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75p

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,38 (sl; 1H); 4,15 (sl; 1H); 4,52 (s; 2H); 4,90 (sl; 1H); 5,12 (sl; 1H); 7,20 (sl; 2H); 7,52
(sl; 2H); 7,82 (d; J= 8 Hz; 2H); 8,18 (sl; 2H); 8,34 (d; J= 8 Hz; 2H); 9,73 (s; 1H); 12,06
(s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,67 + 43,02 (CH2); 45,13 (CH2); 39,93 + 44,53 (CH2); 114,87 (d; J2= 22 Hz; 2CH);
123,59 (CH); 123,79 (2CH); 127,23 (C); 128,06 (2CH); 128,50 (2CH); 131,38 (CH);
135,18 (C); 140,67 (C); 142,34 (C); 148,27 (C-NO2); 166,63 (d; J'= 221 Hz; C-F);
176,44 (C=0); 179,79 (C=S)

IV (ATR), cm™;

3.265; 1.651; 1.606; 1.525; 1.508; 1.498; 1.355; 1.263; 835

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 468,1248; encontrado 468,1244
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4.4.10.17.(E)-N-(4-metodxifenil)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pyrazin-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 759

(@]

|
Soélido amarelo claro N =N
C22H21N704S O,N Q\'/ /
MM: 479,51 g/mol N N
Rf: 0,41 (ACOEY MeOH — 95:5) S#\NH
Pf: 259,3 °C \H
Rendimento: 92%

HsC—0

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71b (0,07 g¢; 0,2331 mmol), etanol (3,0 mL), N-(4-
metéxifenil)hidrazinacarbotiamida 74e (0,046 g; 0,2331 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificagéo foi feita pela lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos
0,103 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75q

IV (ATR), cm:;

3.263; 2.124; 2.493; 1.651; 1.597; 1.512; 1.346; 1.261; 1.176; 827

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 480,1448; encontrado 480,1455
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4.4.10.18.(E)-N-(4-nitrofenil)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pyrazin-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75r

e N
Sélido amarelo claro .@4/
N

C21H18NgOsS O.N

MM: 494,48 g/mol N
Rf: 0,48 (AcOEY MeOH — 93:7) S§<\NH
Pf: 237,4 °C NH

Rendimento: 94%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71b (0,7 g; 0,2331 mmol), etanol (3,0 mL), N-(4-
nitrofenil)hidrazinacarbotiamida 74f (0,05 g; 0,2331 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificagéo foi feita pela lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos
0,108 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75r

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,81 (sl; 1H); 4,16 (sl; 1H); 4,56 (sl; 2H); 4,92 (sl; 1H); 5,14 (sl; 1H); 7,83 (d; J= 8
Hz;2H); 8,04 (d; J= 8 Hz; 2H); 8,23 (sl; 4H); 8,34 (d; J= 8 Hz; 2H); 10,20 (sl; 1H); 12,39
(s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,40 + 42,95 (CHy2); 44,30 + 39,39 (CHy); 46,23 (CH2); 123,76 (2CH); 123,81 (2CH);
124,20 (2CH); 127,19 (C); 128,58 (2CH); 132,24 (2CH); 140,66 (C); 142,62 (C); 143,52
(C); 145,16 (C-NO2); 148,29 (C-NO2); 167,82 (C=0); 175,50 (C=S)

IV (ATR), cm™;

3.250; 3.126; 1.649; 1.598; 1.529; 1.516; 1.342; 1.261; 1.190; 852

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 495,1193; encontrado 495,1203
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4.4.10.19.Sintese da (E)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo(1,2-

a]pirazin-3-il)metileno)hidrazinocarbotioamida 75s

Solido rosa claro ?

CisH1sFNsOS N _N
MM: 346,38 g/mol F

Rf: 0,2 (AcOEt/ MeOH - 95:5) N4 H
Pf: 238,1 °C (degradou) \NH

S
Rendimento: 81%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71d (0,1 g; 0,3659 mmol), etanol (4,75 mL), hidrazinacarbotioamida 74a
(0,033 g; 0,3659 mmol) e 1 gota de HCI concentrado. A purificacdo foi feita pela
lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos 0,103 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75s

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,89 (sl; 2H); 4,46 (t; J= 6 Hz; 2H); 5,04 (sl; 2H); 7,35 (ft; J= J’= 8 Hz; 2H); 7,62 (dd;
J’=4 Hz; J”= 8 Hz; 2H); 8,09 (sl; 2H); 9,75 (s; 2H); 11,67 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CHy); 39,07 (CH-2); 45,89 (CH2); 115,58 (d; J°= 21 Hz; 2H); 122,26 (CH); 127,23 (C);
130,00 (2CH); 130,87 (CH); 142,45 (C); 145,53 (C); 163,04 (d; J= 243 Hz; C-F);
168,74 (C=0); 179,98 (C=S)

IV (ATR), cm™;

3.456; 3.118; 1.610; 1.604; 1.504; 1,363; 1.099; 1,072; 846

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 347,1084; encontrado 347,1087
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4.4.10.20.Sintese da (E)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo(1,2-

a]pirazin-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida 75t

Sdlido bege N%N
C21H19FNeOS K/N /
MM: 422,47 g/mol

Rf: 0,27 (AcOEt/ MeOH — 95:5)
Pf: 20,7 °C s=(

Rendimento: 80% NH@

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71d (0,092 g¢; 0,3366 mmol), etanol (4,37 mL), N-
fenilhidrazinacarbotiamida 74b (0,052 g; 0,3366 mmol) e 1 gota de HCI concentrado.
A purificacao foi feita pela lavagem do solido com etanol. Foram obtidos 0,114 g do
produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75t

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,93 (sl; 2H); 4,52 (t; J= 5,6 Hz; 2H); 5,02 (s; 2H); 7,23 (t; J= 7,2 Hz; 1H); 7,36 (m; 4H);
7,53 (d; J=7,6 Hz; 2H); 7,62 (dd; J'= 5,6 Hz; J"= 8,4 Hz; 2H); 8,10 (s; 1H); 8,17 (s; 1H);
9,73 (s; 1H); 12,04 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 39,72 (CHz2); 45,32 (CH2); 115,57 (d; J2= 22 Hz; 2CH); 123,11 (Chmac); 123,11
(CH); 125,58 (CH); 125,87 (2CH); 128,13 (2CH); 129,99 (2CH); 130,84 (C); 131,18
(CH); 138,84 (C); 142,53 (C); 163,02 (d; J1= 247 Hz; C-F); 168,74 (C=0); 176,10 (C=S)
IV (ATR), cm™:

3.332; 3.118; 2.970; 1.629; 1.600; 1.546; 1.427; 1.234; 1.174; 750

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 423,1397; encontrado 423,1401
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4.4.10.21.Sintese do (E)-N-(4-clorofenil)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazol[1,2-a]pirazin-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75u

(@]
Solido amarelo |
NAKN
C21H1sCIFN6OS K/N /
F

MM: 456,92 g/mol y
Rf: 0,32 (ACOEt/ MeOH — 95:5) N\/
Pf: 229.7 °C se

Rendimento: 23% NH@\
cl

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71d (0,177 g; 0,6477 mmol), etanol (85 mL), N-(4-
clorofenil)hidrazinacarbotiamida 74c (0,1306 g; 0,6477 mmol) e 2 gotas de HCI
concentrado. A purificacdo foi feita pela lavagem do sélido com etanol e em seguida
metanol. Foram obtidos 0,067 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75u

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,92 (sl; 2H); 4,53 (t; J= 5,6 Hz; 2H); 5,03 (s; 2H); 7,34 (ft; J'= J= 8,8 Hz; 2H); 7,43 (d;
J= 8,8 Hz; 2H); 7,58 (d; J= 8,4 Hz; 2H); 7,62 (dd; J= 5,2 Hz; J"= 8,8 Hz; 2H); 8,12 (s;
1H); 8,17 (s; 1H); 9,79 (s; 1H); 12,13 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 40,17 (CH2); 45,12 (CH2); 115,58 (d; J?2= 22 Hz; 2CH); 123,34 (CH); 127,47
(2CH); 128,02 (2CH); 129,57 (C); 130,00 (2CH); 130,85 (C); 131,52 (CH); 137,83 (C-
Cl); 142,60 (C); 163,03 (d; J1= 247 Hz; C-F); 168,74 (C=0); 176,08 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.317; 1.627; 1.593; 1.537; 1.489; 1.172; 1.089; 821; 765

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 457,1008; encontrado 457,1001




219

4.4.10.22.(E)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-3-

illmetileno)-N-(4-fluorofenil)hidrazinacarbotioamida 75v

Solido bege f
C21H18F2NsOS '\Q&N/
MM: 440,46 g/mol F

Rf: 0,35 (ACOEt/ MeOH — 95:5) v :
Pf: 271,9 °C s M

Rendimento: 88% NH@\
F

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71d (0,1 g¢g; 0,3659 mmol), etanol (4,75 mL), N-(4-
fluorofenil)hidrazinacarbotiamida 74d (0,068 g; 0,3659 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificagao foi feita pela lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos
0,142 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75v

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,93 (sl; 2H); 4,54 (sl; 2H); 5,06 (sl; 2H); 7,22 (ft; J'= J’= 4 Hz; 2H); 7,34 (ft; J'=J"= 8
Hz; 2H); 7,52 (sl; 2H); 7,62 (sl; 2H); 8,19 (s; 2H); 9,77 (s; 1H); 12,11 (s; 1H

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 39,87 (CHy2); 45,25 (CH2); 114,78 (d; J?= 23 Hz; 2CH); 115,58 (d; J?= 22 Hz;
2CH); 122,51 (CH); 127,34 (C); 128,21 (d; J3= 7 Hz; 2CH); 130,03 (d; J3= 7 Hz; 2CH);
130,84 (C); 131,21 (CH); 135,23 (C); 142,42 (C); 159,78 (d; J1= 241 Hz; C-F); 163,03
(d; J1= 246 Hz; C-F); 167,47 (C=0); 176,52 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.315; 3.109; 1.627; 1.602; 1.537; 1.406; 1.232; 1.178; 825

MS (ESI), m/z (%):

441.2 (M+1); 439,3 (M-1)
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4.4.10.23.Sintese da (E)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo(1,2-

a]pirazin-3-il)metileno)-N-(4-metoxifenil)hidrazinacarbotioamida 75w

(0]
. |
Solido bege /O/‘\NAKN
C22H21FN6O2S Y

F K/N
MM: 452,5 g/mol J—H
Rf: 0,32 (ACOEY MeOH — 95:5) N\N
Pf: 259,7 °C s=(
NH

Rendimento: 86% @\o
\

CHj

H

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71d (0,1 g¢g; 0,3659 mmol), etanol (4,75 mL), N-(4-
metoxifenil)hidrazinacarbotiamida 74e (0,071 g; 0,3659 mmol) e 1 gota de HCI
concentrado. A purificagao foi feita pela lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos
0,143 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75w

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,76 (s; 3H); 3,94 (sl; 2H); 4,53 (sl; 2H); 5,05 (sl; 2H); 6,94 (d; J= 8 Hz; 2H); 7,36 (m;
4H); 7,63 (dd; J= 4 Hz; J= 8 Hz; 2H); 8,15 (sl; 1H); 8,17 (sl; 1H); 9,68 (s; 1H); 11,98
(s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (2CHy); 45,25 (CH2); 55,24 (CH3); 113,34 (2CH); 115,58 (d; J2= 22 Hz; 2CH); 122,28
(CH); 127,41 (C); 127,65 (2CH); 129,99 (2C); 130,82 (2CH); 131,72 (CH); 142,34 (C);
157,16 (C); 163,03 (d; J'= 247 Hz; C-F); 168,74 (C=0); 176,53 (C=S)

IV (ATR), cm™:

3.305; 3.105; 1.627; 1.600; 1.531; 1.510; 1.404; 1.228; 1.180; 825

MS (ESI), m/z (%):

453,2 (M+1); 451,4 (M-1)
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4.4.10.24.Sintese da (E)-2-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo(1,2-

a]pirazin-3-il)metileno)-N-(4-nitroifenil)hidrazinacarbotioamida 75x

O
. |
Solido amarelo /©/‘\NAKN
/
C21H18FN703S - b'\'
MM: 467,47 g/mol J—H
N
Rf: 0,23 (AcOEt/ MeOH — 95:5) \H

Pf: 224,1°C S=(

NH
Rendimento: 76% ©\No2

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.10.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71d (0,245 g¢g; 0,53 mmol), etanol (7,0 mL), N-(4-
nitrofenil)hidrazinacarbotiamida 74f (0,112 g; 0,53 mmol) e 1 gota de HCI conc. A
purificacdo foi feita pela lavagem do sélido com etanol. Foram obtidos 0,188 g do
produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 75x

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,94 (sl; 2H); 4,54 (t; J= 5,2 Hz; 2H); 5,01 (s; 2H); 7,34 (ft; J= J= 8,8 Hz; 2H); 7,62
(dd; J= 5,6 Hz; J= 8,4 Hz; 2H); 8,02 (d; J= 9,2 Hz; 2H); 8,09 (sl; 1H); 8,20 (s; 1H);
8,25 (d; J=9,2 Hz; 2H); 10,12 (s; 1H); 12,36 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 40,05 (CH2); 45,17 (CHz); 115,58 (d; J2= 21 Hz; 2CH); 123,78 (CH);124,10
(CH); 124,27 (2CH); 127,08 (C); 130,05 (d; J*= 6 Hz; 2CH); 130,80 (C); 132,36 (2CH);
142,85 (C); 143,55 (C); 145,14 (C-NO2); 163,04 (d; J1= 247 Hz; C-F)168,75 (C=0);
175,46 (C=S)

IV (ATR), cm™;

3.325; 1.649; 1.598; 1.560; 1.508; 1.334; 1.253; 1.176; 846

HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M+1] calculado 468,1248; encontrado 468,1241
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44.11. Sintese dos derivados tiazolidinona

4.4.11.1. Sintese da (2)-2-((2)-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pirazin-2-yl)metileno)hidrazona)tiazolidin-4-ona 77a

(@]
Sélido amarelo claro |
N H
C17H15N704S N/\é
(v
MM: 413,41 g/mol O,N N
N
Rf: 0,34 (AcCOEt/MeOH — 9:1) >\\S

Pf: 235,9 °C H/N\)

Rendimento: 63% I
A uma suspensdo de (E)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pirazin-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75a (0,075 g; 0,2008 mmol) e acetato

de sédio anidro ( 0,05 g; 0,6075 mmol) em etanol (4 mL) foi adicionado o bromoacetato

de etila 76 (0,022 mL; 0,2008 mL), a temperatura ambiente. A mistura reacional ficou

sob agitacao nestas condi¢des por 3 horas.

A suspensdo foi filtrada e o solido foi lavado com etanol. Foram obtidos 0,052 g do

produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 77a

IV (ATR), cm™:

3.404; 3.105; 1.720; 1.631; 1.598; 1.512; 1.344; 1.247; 983; 852
MS (ESI), m/z (%):

414,2 (M+1)
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4.4.11.2. Sintese da (2)-3-(4-metoxifenil)-2-((2)-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-il)metileno)hidrazono)tiazolidin-4-ona 77b

Solido branco
C24H21N705S 0

MM: 519,53 g/mol @/\kNAﬁN '
GV
N

Rf: 0,31 (AcOEt/MeOH — 95:5) S
Pf: 250,4 °C y Qb
Rendimento: 42,5% © I

A uma suspensdo de (E)-2-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazin-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 75e (0,05 g; 0,1042 mmol) e acetato de
sédio anidro ( 0,025 g; 0,3126 mmol) em etanol (2 mL) foi adicionado o bromoacetato
de etila (0,011 mL; 0,1042 mL). A mistura reacional foi levada ao refluxo e ficou nestas
condigbes por 2,5 horas.

A suspensdo foi filtrada e o sélido foi lavado com etanol. Foram obtidos 0,023 g do

produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 77b

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,70 (sl; 1H); 3,81 (s; 3H); 3,93 (s; 1H); 4,04 (sl; 2H); 4,10 (sl; 2H); 4,58 (sl; 1H); 4,84
(sl; 1H); 7,03 (d; J= 4Hz; 2H); 7,26 (m; 2H); 7,62 (s; 1H); 7,78 (sl; 2H); 8,07 (sl; 1H);
8,32 (d; J= 8 Hz; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

32,06 (2CH2); 41,62 + 46,13 (CH2); 43,99 (CH2); 55,33 (CH3); 114,18 (2CH); 121,99
(CH); 123,79 (2CH); 127,59 (C); 128,40 (2CH); 128,93 (C); 129,28 (2CH); 135,83 (C);
148,05 (C-NO2); 152,04 (CH); 159,03 (C); 168,28 (C=0); 171,98 (C=0); 141,96 (C); ?
(©)

IV (ATR), cm™:

1.707; 1.624; 1.598; 1.573; 1.352; 1.246; 935; 844

MS (ESI), m/z (%):

520,3 (M+1)
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44.12. Sintese dos derivados tiazolidina-2,4-diona 78a-r

4.4.12.1. (2)-5-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-

il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78a

Sélido marrom

O
|
C17H13Ns05S NﬁéN H
MM: 399,39 g/mol A JJ\\ y:
. O,N /\\/
Rf: 0,37 (Ciclohexano/AcOEt — 1:9) SN
~H
Pf. 278,4 °C Il

Rendimento: 47%

A uma solucdo de 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71a (0,075 g; 0,2497 mmol) em tolueno (6 mL) foi adicionada a tiazolidina-
2,4-diona 53 (0,03 g; 0,2497 mmol) e posteriormente o acido acético (0,018 mL;
0,1998 mmol) e a piperidina (0,019 mL; 0,1998 mmol), nessa ordem. A reacéo foi
mantida em refluxo por uma hora e entado foi concentrada em rota-evaporador. Apés
resfriamento, o produto solido foi purificado por lavagens com etanol e metanol. Foram

obtidos 0,047 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78a

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,72 (sl; 1H); 4,12 (sl; 3H); 4,62 (sl; 1H); 4,87 (sl; 1H); 7,61 (s; 1H); 7,76 (s; 3H); 8,32
(d; J=5,6 Hz; 2H); 12,15 (sl; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-de), & ppm:

38,45 + 43,72 (CH2); 41,04 + 45,85 (CH2); 44,16 (CHz); 119,65 (C); 123,40 (CH);
123,81 (CH); 125,30 (CH); 128,44 (CH); 135,15 (C); 141,14 (C); 142,48 (C); 148,09
(C-NO2); 167,73 (2 C=0); 170,84 (C=0)

IV (ATR), cm™;

3.140; 1.726; 1.631; 1.614; 1.516; 1.440;1.305; 852

MS (ESI), m/z (%):

400,1 (M+1); 398,3 (M-1)
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4.4.12.2. Sintese da (2)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78b

Solido bege escuro |

C25H18CINsO6S % //o

MM: 551,95 g/mol 2N S/\\N

Rf: 0,39 (Ciclohexane/AcOEt — 1:9) \//

Pf: 283,8 °C ° 7
Rendimento: 76% cl

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido_71a (0,06 g; 0,1998 mmol), tolueno (5 mL), 3-[2-(4-clorofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55a (0,054 g; 0,1998 mmol), acido acético (0,009 mL; 0,1598
mmol) e piperidina (0,015 mL; 0,1598 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do
soélido com etanol e metanol. Foram obtidos 0,084 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78b

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,74 (sl; 1H); 4,15 (sl. 3H); 4,66 (sl; 1H); 4,91 (s; 1H); 5,25 (s; 2H); 7,67 (d; J= 8,4 Hz;
2H); 7,80 (d; J= 8 Hz; 2H); 7,85 (s; 2H); 8,08 (d; J= 6,8 Hz; 2H); 8,33 (d; J= 8,4 Hz;
2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

39,29 + 43,74 (CH2); 41,09 + 45,98 (CH2); 44,33 (CH2); 47,17 (CH2); 116,62 (C);
123,82 (2CH); 125,34 (CH); 126,23 (CH); 128,46 (2CH); 129,11 (2CH); 130,13 (2CH);
132,55 (C); 135,05 (C); 139,28 (C-Cl); 141,40 (C); 142,73 (C); 148,10 (C-NO2); 165,45
(C=0); 167,89 (C=0); 169,77 (C=0); 190,78 (C=0)

IV (ATR), cm™;

1.695; 1.666; 1.631; 1.612; 1.517; 1.375; 830; 808

MS (ESI), m/z (%):

552,2 (M+1)
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4.4.12.3. Sintese da (Z)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78c

O
Sélido bege | !
N

C25H18FNs506S N/b_/ °

K/N / \\ //
MM: 535,5 g/mol OoN /

S N

Rf: 0,40 (Ciclohexano/AcOEt — 1:9) \//
Pf: 257,7 °C 6 7
Rendimento: 44% F

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71a (0,08 g; 0,2664 mmol), tolueno (6,6 mL), 3-[2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55c¢ (0,067 g; 0,2664 mmol), acido acético (0,012 mL; 0,2131
mmol) e piperidina (0,020 mL; 0,2131 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do
solido com etanol. Foram obtidos 0,062 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78c

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,74 (sl; 1H); 4,15 (sl; 3H); 4,66 (sl; 1H); 4,91 (sl; 1H); 5,25 (s; 2H); 7,34 (ft; J'=J"= 9,2
Hz; 2H); 7,80 (d; J= 7,6 Hz); 7,85 (sl; 1H); 8,16 (s; 2H); 8,33 (d; J= 6,8 Hz; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

41,05 + 43,77 (CH2); 40,81 + 45,98 (CHy); 44,32 (CH2); 47,12 (CH-2); 116,08 (d; J?= 22
Hz; 2CH); 116,66 (C); 123,81 (2CH); 125,30 (CH); 126,20 (CH); 128,43 (2CH); 130,65
(C); 131,35 (d; J3= 10 Hz; 2CH); 135,02 (C); 141,35 (C); 142,70 (C); 148,10 (C-NO2);
165,47 (C=0); 165,59 (d; Ji= 252 Hz; C-F); 167,78 (C=0); 169,76 (C=0); 190,23
(C=0)

IV (ATR), cm™;

3.105; 1.722; 1.691; 1.668; 1.649; 1.608; 1.595; 1.357; 1.230; 850; 833

MS (ESI), m/z (%):

536,2 (M+1)
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4.4.12.4. Sintese da (Z)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-
tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78d

Soélido marrom o

I
C25H18NeOsS /@AN/%_/H
O
MM: 562,51 g/mol O,N b” 7 N\

N
Rf: 0,45 (AcOEt 100%) \l//N
Pf: 248,1 °C o] O/
Rendimento: 91% N0,

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71a (0,07 g; 0,2331 mmol), tolueno (5,8 mL), 3-[2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55b (0,065 g; 0,2331 mmol), acido acético (0,010 mL; 0,1864
mmol) e piperidina (0,017 mL; 0,1864 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do
solido com etanol e metanol. Foram obtidos 0,119 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78d

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,74 (sl; 1H); 4,15 (sl; 3H); 4,66 (sl; 1H); 4,92 (sl; 1H); 5,35 (s; 2H); 7,80 (d; J= 8Hz;
2H); 7,86 (s; 2H); 8,32 (m; 4H); 8,39 (d; J= 8,4 Hz; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,56 + 43,78 (CH2); 40,66 + 45,93 (CH2); 44,29 (CH2); 47,51 (CH2); 116,54 (C);
123,82 (2CH); 123,98 (2CH); 125,46 (CH); 126,29 (CH); 128,45 (2CH); 129,75 (2CH);
135,01 (C); 138,40 (C); 141,35 (C); 142,75 (C); 148,11 (C-NO2); 150,52 (C-NO2);
165,38 (C=0); 167,98 (C=0); 169,73 (C=0); 191,31 (C=0)

IV (ATR), cm™:

1.672; 1.641; 1.612; 1.600; 1.519; 1.377; 1.342; 852

MS (ESI), m/z (%):

563,2 (M+1)




228

4.4.12.5. Sintese da (2)-5-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-

a]pirazin-2-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78e

Sélido marrom claro
C17H13FN4O3S

O
|
MM: 372,37 g/mol % //o

Rf: 0,44 (Acetato de etila 100%) " S/\\N
NS

Pf. 242,7 °C 7"
O

Rendimento: 72%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71c (0,078 g; 0,2854 mmol), tolueno (7mL), tiazolidina-2,4-diona 53
(0,034 g; 0,2283 mmol), acido acético (0,013 mL; 0,2283 mmol) e piperidina (0,022
mL; 0,2283 mmol). A purificacao foi feita por lavagens do sélido com etanol e metanol.
Foram obtidos 0,059 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78e

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,85 (sl; 2H); 4,13 (s; 2H); 4,77 (s; 2H); 7,32 (ft; J’'= J"= 9,2 Hz; 2H); 7,58 (s; 3H); 7,73
(s; 1H); 11,92 (sl; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 40,91 + 45,64 (CH2); 44,80 (CH2); 115,51 (d; J°= 22 Hz; 2CH); 120,19 (C);
123,06 (CH); 125,04 (CH); 129,73 (2CH); 131,39 (C); 135,25 (C); 142,35 (C); 162,84
(d; J1= 246 Hz; C-F); 168,40 (C=0); 168,79 (C=0); 171,12 (C=0)

IV (ATR), cm™:

2.922;1.722;1.687; 1.602; 1.427; 1.301; 1.138; 842

MS (ESI), m/z (%):

373,2 (M+1); 371,3 (M-1)
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4.4.12.6. Sintese da (Z)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78f

O

Solido bege |
N H
Ca25H18CIFN40O4S N/b_/ o
k/N % \\ J
MM: 524,95 g/mol F /
S

RF. 0,45 (Ciclohexano/AcOEt — 1:9) \///N
Pf: 252,9 °C (degradou) ° 7
Rendimento: 39% cl

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71c (0,065 g; 0,2378 mmol), tolueno (6 mL), 3-[2-(4-clorofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55a (0,035 g; 0,2854 mmol), acido acético (0,011 mL; 0,1902
mmol) e piperidina (0,015 mL; 0,1902 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do
soOlido com etanol e metanol. Foram obtidos 0,049 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78f

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,85 (sl; 2H); 4,16 (s; 2H); 4,18 (sl; 2H); 5,24 (s; 2H); 7,33 (ft; J= J"= 8,8 Hz; 2H); 7,60
(dd; J'=5,6 Hz; J"=7,2 Hz; 2H); 7,67 (d; J= 8,4 Hz; 2H); 7,83 (s; 1H); 7,84 (s; 1H); 8,08
(d; J=8 Hz; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CH2); 44,16 (CH2); 45,54 (CH2); 47,16 (CH2); 115,52 (d; J?= 22hz; 2CH); 116,57 (C);
125,35 (CH); 126,22 (CH); 129,10 (2CH); 129,77 (2CH); 130,12 (2CH); 131,37 (C);
132,55 (C); 135,00 (C); 139,26 (C-Cl); 142,74 (C); 162,79 (d; J'= 235 Hz; C-F); 165,44
(C=0); 168,81 (C=0); 169,76 (C=0); 190,78 (C=0)

IV (ATR), cm™;

2.966; 1.726; 1.693; 1.668; 1.649; 1.612; 1.408; 1.220; 1.068; 921; 852

MS (ESI), m/z (%):

525,2 (M+1)
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4.4.12.7. Sintese da (Z)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 789

o}

Solido bege |
C25H18F2N404S N/%_/H
. LA
MM: 508,49 g/mol F /o
Rf: 0,45 (Ciclohexano/AcOEt — 1:9) S\///N
Pf: 237,4 °C 6 7
Rendimento: 25% F

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71c (0,065 g; 0,2378 mmol), tolueno (6 mL), 3-[2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55c¢ (0,060 g; 0,2378 mmol), acido acético (0,011 mL; 0,1902
mmol) e piperidina (0,015 mL; 0,1902 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do
solido com etanol e metanol. Foram obtidos 0,03 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78q

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,85 (sl; 2H); 4,17 (sl; 2H); 4,81 (sl; 2H); 5,25 (s; 2H); 7,33 (ft; J'=J"= 12 Hz; 2H); 7,44
(ft; J’'=J"= 8 Hz; 2H); 7,60 (dd; J’=4 Hz; J’= 8 Hz; 2H); 7,84 (sl; 1H); 7,85 (sl; 1H); 8,17
(dd; J’= 8Hz; J’= 8 Hz; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (2CHy2); 44,34 (CHy); 47,13 (CH2); 115,53 (d; J2= 21 Hz; 2CH); 116,09 (d; J?= 21 Hz;
2CH); 116,60 (C); 125,33 (CH); 126,21 (CH); 129,8 (d; J%= 8 Hz; 2CH); 130,65 (d; J3=
2 Hz; 2CH); 131,31 (C); 131,41 (C); 135,01 (C); 162,86 (d; J1= 246 Hz; C-F); 165,6 (d;
J1= 251 Hz; C-F); 166,48 (C=0); 168,83 (C=0); 169,79 (C=0); 190,24 (C=0)

IV (ATR), cm™;

1.724; 1.668; 1.649; 1;610; 1.406; 1.230; 1.159; 1.095; 854; 827

MS (ESI), m/z (%):

509,2 (M+1)
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4.4.12.8. Sintese da (Z)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78h

Sélido marrom

o)
| oo
C25H18FN506S %/\\//o

MM: 535,5 g/mol F

Rf: 0,42 (Ciclohexano/AcOEt — 1:9) S\///N

Pf: 144,7 °C o 7
Rendimento: 36% NO,

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71c (0,07 g; 0,2561 mmol), tolueno (6,4 mL), 3-[2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55b (0,072 g; 0,2561 mmol), &cido acético (0,012 mL; 0,204
mmol) e piperidina (0,016 mL; 0,204 mmol). A purificacdo foi feita por lavagens do
solido com etanol. Foram obtidos 0,049 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78h

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,54 (sl; 2H); 4,17 (sl; 2H); 4,81 (sl; 2H); 5,35 (s; 2H); 7,34 (sl; 2H); 7,61 (sl; 2H); 7,85
(sl; 2H); 8,39 (sl; 2H); 8,32 (sl; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (2CH2); 44,20 (CH2); 47,52 (CH); 115,53 (d; J?= 21 Hz; 2CH); 116,50 (C); 123,98
(2CH); 125,48 (CH); 126,29 (CH); 129,75 (4CH); 131,39 (2CH); 138,40 (2CH); 152,80
(C); 150,52 (C-NO2); 162,86 (d; J'= 245 Hz; C-F); 166,39 (C=0); 168,86 (C=0); 169,74
(C=0); 191,31 (C=0)

IV (ATR), cm™:

1.732; 1.678; 1.620; 1.604; 1.517; 1.415; 1.319; 1.097; 846

MS (ESI), m/z (%):

536,2 (M+1)
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4.4.12.9. (2)-5-((7-(4-metoxibenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-2-

illmetileno)tiazolidina-2,4-diona 78i

Solido bege escuro
C18H16N40O4S
MM: 384,4 g/mol

I H
HaC gﬁ //O

Rf: 0,37 (ACOEt 100%) ° s/\\
Pf: 288,8 °C /
(@]

Rendimento: 59%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-metdxibenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71e (0,068 g; 0,2383 mmol), tolueno (6,0 mL), tiazolidina-2,4-diona 53
(0,028 g; 0,2383 mmol), acido acético (0,01 mL; 0,1906 mmol) e piperidina (0,018 mL;
0,1906 mmol). A purificacao foi feita por lavagens do solido com etanol e metanol.
Foram obtidos 0,054 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78i

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,81 (s; 3H); 3,91 (sl; 2H); 4,13 (t; J= 4,8 Hz; 2H); 4,76 (s; 2H); 7,02 (d; J= 8,8 Hz; 2H);
7,78 (d; J= 8,8 Hz; 2H); 7,59 (s; 1H); 7,73 (s; 1H); 12,06 (sl; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (2CH2); 44,06 (CH2); 55,25 (CHs); 113,78 (2CH); 120,01 (C); 123,17 (CH); 125,11
(CH); 126,81 (C); 129,23 (2CH); 135,20 (C); 142,52 (C); 160,63 (C); 168,21 (C=0);
169,62 (C=0); 171,04 (C=0)

IV (ATR), cm™:

2.810; 1.720; 1.689; 1.643; 1.598; 1.425; 1.246; 1.022; 835

MS (ESI), m/z (%):

385,1 (M+1); 383,2 (M-1)
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4.4.12.10.(2)-5-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-3-
illmetileno)tiazolidina-2,4-diona 78]

So6lido amarelo escuro |

C17H13NsOsS N/YN
bN /
MM: 399,39 g/mol O,N

Rf: 0,33 (ACOEt/ MeOH — 98:2) s/ H
Pf: 272,0 °C 0N X0
Rendimento: 58% ,4

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71b (0,085 g; 0,2830 mmol), tolueno (7 mL), tiazolidina-2,4-diona 53
(0,033 g; 0,2830 mmol), acido acético (0,012 mL; 0,2264 mmol) e piperidina (0,020
mL; 0,2264 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do sélido com etanol e metanol.
Foram obtidos 0,065 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78j

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,76 (s; 1H); 4,17 (s; 3H); 4,63 (sl; 1H); 4,89 (s; 1H); 7,33 (s; 1H); 7,47 (s; 1H); 7,79 (s;
2H); 8,32 (d; J= 8 Hz; 2H); 12,41 (sl; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,94 + 43,75 (CH2); 41,19 + 45,92 (CH2); 41,98 (CHz); 116,00 (C); 121,17 (CH);
123,80 (2CH); 127,02 (C); 128,45 (2CH); 132,41 (CH); 141,05 (C); 144,20 (C); 148,12
(C-NO2); 167,54 (C=0); 167,91 (C=0); 167,72 (C=0)

IV (ATR), cm™:

1.735; 1.396; 1.631; 1.620; 1.519; 1.344; 1.284; 852

MS (ESI), m/z (%):

400,1 (M+1); 398,3 (M-1)
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4.4.12.11.Sintese da (Z)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78k

(0]
|

Solido bege N =N
J@A CNr/
C25H18CINsO6S o,N
/ H

MM: 551,95 g/mol sj
Rf: 0,43 (ACOEt/MeOH — 95:5) °§<N o
Pf: 273,9 °C N

Rendimento: 67%

Cl

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71b (0,07 g; 0,2331 mmol), tolueno (5,8 mL), 3-[2-(4-clorofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55a (0,063 g; 0,2331 mmol), acido acético (0,010 mL; 0,1864
mmol) e piperidina (0,017 mL; 0,1864 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do

sélido com etanol e metanol. Foram obtidos 0,086 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78k

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,77 (sl; 1H); 4,15 (sl; 1H); 4,23 (s; 2H); 4,67 (sl; 1H); 7,93 (s; 1H); 5,31 (s; 2H); 7,68
(d; J= 8,4 Hz; 2H); 7,79 (sl; 3H); 8,09 (d; J= 8 Hz; 2H); 8,32 (d; J= 8 Hz; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,16 + 43,52 (CH2); 41,16 + 45,99 (CH2); 42,21 (CH2); 47,85 (CH2); 117,00 (C);
118,29 (CH); 123,81 (2CH); 126,77 (C); 128,46 (2CH); 129,13 (2CH); 130,19 (2CH);
132,44 (C); 133,52 (CH); 139,36 (C-Cl); 141,21 (C); 145,04 (C); 148,13 (C-NO2);
164,69 (C=0); 166,25 (C=0); 167,82 (C); 190,58 (C=0)

IV (ATR), cm™;

1.732; 1.681; 1.647; 1.604; 1.525; 1.402; 1.352; 810; 717

MS (ESI), m/z (%):

552,2 (M+1); 550,3 (M-1)
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4.4.12.12.Sintese da (Z)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-
tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78I

(o}

Solido bege N =N
IORSY
C25H18FN506S O,N

MM: 535,5 g/mol s/ H
Rf: 0,47 (AcOEt/MeOH — 98:2) 049%0
Pf: 254,3 °C N

Rendimento: 44%

F

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-2-
carbaldeido 71b (0,07 g; 0,2331 mmol), tolueno (6,0 mL), 3-[2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55c¢ (0,06 g; 0,2331 mmol), acido acético (0,01 mL; 0,1864
mmol) e piperidina (0,017 mL; 0,1864 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do

sélido com etanol e metanol. Foram obtidos 0,063 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78|

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,78 (sl; 1H); 4,13 (sl; 1H); 4,23 (sl; 2H); 4,67 (sl; 1H); 7,93 (sl; 1H); 5,31 (s; 2H); 7,44
(ft; J'=J™= 8 Hz; 2H); 7,50 (sl; 1H); 7,71 (sl; 1H); 7,79 (dI; J= 4 Hz; 2H); 8,18 (dd; J=4
Hz; J"= 8 Hz; 2H); 8,33 (d; J= 8 Hz; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

39,81 + 43,74 (CH2);41,48 + 46,10 (CH2); 42,29 (CH2); 47,82 (CH2); 116,13 (d; J2= 22
Hz; 2CH); 117,04 (C); 118,77 (CH); 123,82 (2CH); 126,79 (C); 128,46 (2CH); 130,55
(C); 131,45 (d; J3= 10 Hz; 2CH); 133,51 (C); 141,27 (C); 148,14 (C-NO2); 164,73
(2C=0); 165,66 (d; J1= 252 Hz; C-F); 166,28 (C=0); 190,04 (C=0)

IV (ATR), cm™;

1.730; 1.685; 1.643; 1.600; 1.521; 1.446; 1.355; 1.278; 12238; 1.136; 846

MS (ESI), m/z (%):

536,2 (M+1); 534,2 (M-1)
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4.4.12.13.Sintese da (Z)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-
tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78m
(l)l

Solido marrom N =N

C25H18N6OsS oZN/E>A CNK/

MM: 562,51 g/mol s—/ "
Rf: 0,39 (ACOEt 100%) O%N o
PF: 235,2°C N

Rendimento: 31%

O,N

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-nitrobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71b (0,08 g; 0,2664 mmol), tolueno (6,6 mL), 3-[2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55b (0,075 g; 0,2664 mmol), acido acético (0,011 mL; 0,2131
mmol) e piperidina (0,019 mL; 0,2131 mmol). A purificac&o foi feita por cromatografia
em coluna de silica gel com um gradiente dos solventes diclorometano e metanol (1:0

e 95:5). Foram obtidos 0,087 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78m

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,78 (sl; 1H); 4,16 (sl; 1H); 4,24 (sl; 2H); 4,68 (sl; 1H); 4,93 (sl; 1H); 5,42 (s; 2H); 7,51
(sl; 1H); 7,72 (sl; 1H); 7,80 (d; J= 8 Hz; 2H); 8,32 (sl; 2H); 8,33 (sl; 2H); 8,40 (d; J=
8Hz; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

38,49 + 43,42 (CH2); 42,03 (CH2); 41,15 + 45,93 (CH2); 48,17 (CH2); 116,91 (C);
118,89 (CH); 123,80 (2CH); 123,98 (2CH); 126,76 (C); 128,47 (2CH); 129,81 (2CH);
133,57 (CH); 138,28 (C); 141,17 (C); 145,09 (C); 148,13 (C-NO2); 150,56 (C-NO2);
164,62 (C=0); 166,21 (C=0); 167,76 (C=0); 191,09 (C=0)

IV (ATR), cm™:

1.738; 1.681; 1.639; 1.608; 1.523; 1.404; 1.344; 854

MS (ESI), m/z (%):

563,3 (M+1)
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4.4.12.14.Sintese da (2)-5-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazin-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78n
|
Solido amarelo /@/‘\N%N
C17H13FN4O3S Y
17H13FN40O3 . K/N

MM: 372,37 g/mol )

S
Rf: 0,29 (ACOEt/MeOH — 98:2) B j

0N N0

Pf. 278,8 °C (degradou) |

H

Rendimento: 60%

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71d (0,078 g; 0,2854 mmol), tolueno (7 mL), tiazolidina-2,4-diona 53
(0,035 g; 0,2854 mmol), acido acético (0,013 mL; 0,2283 mmol) e piperidina (0,022
mL; 0,2283 mmol). A purificacéo foi feita por meio de coluna cromatografica classica
em silica gel, utilizando um gradiente de polaridade crescente (ciclohexano/ acetato
de etila 3:7; 100% acetato de etila e acetato de etila/metanol 95:5). Foram obtidos

0,064 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78n

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,85 (sl; 2H); 4,19 (t; J= 4,8 Hz; 2H); 4,80 (sl; 2H); 7,32 (ft; J'= J’= 8,8 Hz; 2H); 7,34 (s;
1H); 7,52 (s; 1H); 7,59 (dd; J'= 5,6 Hz; J"= 8,4 Hz; 2H); 12,51 (sl; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (2CH>); 41,89 (CH2); 115,92 (d; J2= 22 Hz; 2CH); 116,71 (CH); 120,10 (C); 126,86
(C); 129,76 (d; J3= 8 Hz; 2CH); 131,30 (C); 131,32 (C); 132,67 (CH); 162,86 (d; J'=
246 Hz; C-F); 166,88 (C=0); 167,06 (C=0); 168,70 (C=0)

IV (ATR), cm™;

2.924: 1.724; 1.678; 1.627; 1.598; 1.421; 1.292; 1.141; 848

MS (ESI), m/z (%):

373,1 (M+1); 371,3 (M-1)
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4.4.12.15.Sintese da (Z)-3-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 780

O
|

Solido bege N
JORQY.
C25H18CIFN404S F
H

MM: 524,95 g/mol zj

Rf: 0,38 (ACOEt/ MeOH — 98:2) 0T NS0
O

Pf: 296,4 °C N

Rendimento: 44%

Cl

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71d (0,145 g; 0,53 mmol), tolueno (13,2 mL), 3-[2-(4-clorofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55a (0,143 g; 0,53 mmol), &cido acético (0,024 mL; 0,424
mmol) e piperidina (0,04 mL; 0,424 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do sélido
com etanol e recristalizacdo com diclorometano e éter isopropilico. Foram obtidos

0,123 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 780

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,86 (sl; 2H); 4,23 (sl; 2H); 4,83 (sl; 2H); 5,32 (s; 2H); 7,32 (ft; J= J= 8,4 Hz; 2H); 7,48
(s; 1H); 7,59 (dd; J= 6 Hz; J= 7,2 Hz; 2H); 7,68 (d; J= 8,4 Hz; 2H); 7,72 (s; 1H); 8,09
(d; J= 8,4 Hz; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CHz); 40,13 (CH2); 44,15 (CHy); 47,85 (CH2); 115,54 (d; J?= 22 Hz; 2CH); 116,93
(C); 118,83 (CH); 126,76 (C); 129,13 (2CH); 129,73 (2CH); 130,20 (2CH); 131,34 (C);
131,27 (C); 132,45 (C); 133,53 (CH); 139,36 (C-Cl); 161,65 (C=0); 164,69 (C=0);
166,26 (C=0); 168,77 (C-Fnsmc); 190,59 (C=0)

IV (ATR), cm™:

1.737; 1.687; 1.643; 1.600; 1.442; 1.402; 1.224; 1.091; 846; 808

MS (ESI), m/z (%):

525,1 (M+1)
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4.4.12.16.Sintese da (Z)-3-(2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78p

Solido bege N =
JORSY
Ca25H18F2N40O4S F
/ H

MM: 508,49 g/mol s
Rf: 0,38 (ACOEt/MeOH — 98:2) 0§<N o
Pf: 285,3 °C N

Rendimento: 50%

F

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71d (0,07 g; 0,2561 mmol), tolueno (6,4 mL), 3-[2-(4-fluorofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55c (0,065 g; 0,2561 mmol), acido acético (0,011 mL; 0,2048
mmol) e piperidina (0,018 mL; 0,2048 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do

sélido com etanol e metanol. Foram obtidos 0,065 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78p

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,02 (sl; 1H); 4,10 (sl; 1H); 4,24 (s; 2H); 4,83 (sl; 2H); 5,31 (s; 2H); 7,33 (sl; 2H); 7,44
(sl; 4H); 7,60 (sl; 1H); 7,72 (sl; 1H); 8,18 (s; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

41,91 + 43,81 (CHz); 41,94 (CH2); 42,08 (CH2); 47,80 (CH2); 115,51 (d; J?= 25 Hz;
2CH); 116,08 (d; J2= 21 Hz; 2CH); 116,97 (C); 118,77 (CH); 126,75 (C); 129,77 (CH);
130,53 (C); 131,38 (2CH); 131,69 (C); 133,53 (2CH); 164,70 (C=0); 166,26 (C=0);
167,29 (2 C-Fnmsc); 168,73 (C=0) 190,01 (C=0)

IV (ATR), cm™;

1.732; 1.680; 1.641; 1.598; 1.444; 1.276; 1.228; 1.157; 1.136; 844; 815

MS (ESI), m/z (%):

509,3 (M+1); 507,3 (M-1)
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4.4.12.17.Sintese da (Z)-3-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)-5-((7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-

tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-3-il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 789
O

|
N
e N -
Soélido amarelo F/@ CNV/

C25H18FN506S
s/ "

MM: 535,5 g/mol é/\

o} 0
Rf: 0,38 (AcOEt/MeOH — 98:2) o

N

Pf: 263,5 °C b
Rendimento: 42%

O,N

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-fluorobenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71d (0,145 g; 0,53 mmol), tolueno (13,2 mL), 3-[2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil]-
1,3-tiazolidina-2,4-diona 55b (0,149 g; 0,53 mmol), acido acético (0,024 mL; 0,424
mmol) e piperidina (0,04 mL; 0,424 mmol). A purificacéo foi feita por lavagens do sélido
com etanol e recristalizacdo com diclorometano e éter isopropilico. Foram obtidos

0,119 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78q

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,86 (sl; 2H); 4,24 (t; J= 4,8 Hz; 2H); 4,83 (sl; 2H); 5,41 (s; 2H); 7,32 (ft; J”= J"= 8,8 Hz;
2H); 7,48 (s; 1H); 7,59 (dd; J= 5,6 Hz; J*= 8,4 Hz; 2H); 7,73 (s; 1H); 8,32 (d; J= 8,8
Hz; 2H); 8,40 (d; J= 8,8 Hz; 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (CHz); 42,02 (CH2); 43,80 (CH2); 48,17 (CH2); 115,52 (d; J?= 21 Hz; 2CH); 116,82
(C); 118,92 (CH); 123,98 (2CH); 126,74 (C); 129,81 (4CH); 131,30 (C); 133,58 (CH);
138,28 (C); 145,05 (C); 150,56 (C); 162,86 (d; J'= 247 Hz; C-F); 164,62 (C=0); 166,21
(C=0); 168,74 (C=0); 191,09 (C=0)

IV (ATR), cm™:

3.406; 1.720; 1.681; 1.641; 1.604; 1.529; 1.413; 1.344; 1.226; 1.101; 840

MS (ESI), m/z (%):

536,1 (M+1); 534,1 (M-1)
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4.4.12.18.(2)-5-((7-(4-metoxibenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazin-3-

il)metileno)tiazolidina-2,4-diona 78r

Solido bege

I
N
N -
Ci18H16N40O4S /Y
18H16N4O4 Hsc\o/©A bN\%\

MM: 384,4 g/mol

H
Rf: 0,32 (ACOEt 100%) J\Sj/
Pf: 175,8 °C o=\ A

N
|
Rendimento: 62% H

O método de sintese foi similar ao utilizado no item 4.4.12.1.

Foram utilizados 7-(4-metoxibenzoil)-5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina-3-
carbaldeido 71f (0,1 g; 0,3505 mmol), tolueno (8,7 mL), tiazolidina-2,4-diona (0,041 g;
0,3505 mmol), &cido acético (0,015 mL; 0,2804 mmol) e piperidina (0,025 mL; 0,2804
mmol). A purificagéo foi feita por lavagens do sélido com etanol e metanol. Foram
obtidos 0,084 g do produto puro.

DADOS ESPECTOMETRICOS DE 78r

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), & ppm:

3,82 (s; 3H); 3,94 (sl; 2H); 4,17 (sl; 2H); 4,79 (s; 2H); 7,03 (sl; 2H); 7,27 (sl; 1H); 7,48
(sl; 3H); 8,46 (s; 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & ppm:

? (2CH2); 41,85 (CH2); 55,27 (CHs3); 113,78 (2CH); 114,99 (CH); 122,68 (C); 126,78
(C); 127,23 (C); 129,24 (2CH); 132,01 (CH); 144,23 (C); 160,66 (C); 168,39 (C=0);
169,55 (C=0); 169,66 (C=0)

IV (ATR), cm™:

1.735; 1.691; 1.604; 1.427; 1.247; 1.163; 1.024; 840

MS (ESI), m/z (%):

385,1 (M+1); 383,2 (M-1)
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5. CAPITULO 3 - ATIVIDADE BIOLOGICA
5.1. OBJETIVOS
5.1.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antiparasitaria, sendo atividade antichagas e antileishmania

dos novos derivados sintetizados e citotoxicidade dos compostos sintetizados.

5.1.2. Objetivos Especificos

a. Avaliar a atividade anti-Leishmania dos compostos sintetizados 56a-g, 57a-u, 75a-

X, 77a,b e 78a-r frente as espécies L. amazonensis e L. infantum, em todas as

formas evolutivas dos parasitas.

b. Avaliar a atividade anti-Leishmania dos compostos sintetizados 56a-g, 57a-u, 75a-

X, 77a,b e 78a-r frente a espécie L. major, em todas as formas evolutivas do

parasita.

c. Avaliar a atividade antichagasica dos compostos sintetizados 56a-g, 57a-u, 75a-

X, 77a,b e 78a-r frente a todas as formas evolutivas do T. cruzi.

d. Avaliar a citotoxicidade dos compostos sintetizados 56a-q, 57a-u, 75a-x, 77a,b e

78a-r frente a macréfagos e frente as células Hela.
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5.2. METODOLOGIA

5.2.1. Atividade anti-Leishmania in vitro contra as espécies L. amazonensis e L.
infantum

5.2.1.1. Cultura de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/00 LTB
0016) e L. infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram mantidas a 26° C em meio
Schneider's (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino - PBS (meio
completo). Os parasitas na fase exponencial de crescimento foram utilizados em todos

0S experimentos.

5.2.1.2. Atividade anti Leishmania contra as formas evolutivas promastigotas de
L. amazonensis e L. infantum

Para o ensaio de atividade leishmanicida, os parasitas foram contados e diluidos
em meio Schneider’'s (Sigma) completo a 1 x 10® células/mL. Os parasitas foram
incubados a 26°C na presenca de diferentes concentracbes dos compostos (1,5 a
200ug/mL) por 72 horas. Os parasitas incubados apenas com meio de cultura e com
miltefosina foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. O
crescimento celular foi avaliado e a ICso/72h foi determinada por andlise de regressao.
Cada ensaio foi realizado em triplicata.

5.2.1.3. Atividade anti Leishmania contra as formas evolutivas amastigotas de L.
amazonensis e L. infantum

Para esta avaliacdo, macréfagos RAW 264.7 foram distribuidos em placas de 24
pocos (3 x 10° células/mL) contendo uma laminula redonda estéril. Os macréfagos
foram incubados para aderéncia por 2 horas, a 37°C e atmosfera com 5% de COa.
Apés essa incubacao inicial foram acrescentadas promastigotas infectivas de L.
amazonensis ou L. infantum na proporcéao de 8 parasitas/macrofago, por um periodo
de 6horas, a 37°C e 5% de COz2. Os parasitas nao internalizados foram removidos por
lavagem e a cultura foi incubada novamente na presenca de diferentes concentracdes
dos compostos (6 a 200 pg/mL) por 24 horas, a 37°C e 5% de CO2. A miltefosina foi

utilizada como controle positivo, nas mesmas concentracdes dos compostos. Apos a
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incubacédo, as laminulas contendo a cultura foram lavadas com PBS, coletadas e
coradas com kit de coloracdo Pandtico Rapido. A porcentagem de macréfagos
infectados, bem como o numero de amastigotas/macréfagos foi determinada pela
contagem de 100 macrofagos, em duplicata. A atividade leishmanicida dos compostos
foi verificada pela diminuicdo no numero de macrofagos infectados e de amastigotas
intracelulares nas culturas tratadas em comparacdo com a cultura controle sem
tratamento. Os valores de ICso foram calculados por analise de regresséo utilizando o
software GraphPad Prism.

5.2.2. Atividade anti-Leishmania in vitro contra a espécie L. major

Os compostos foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) para obter as solucdes
estoque de concentracdo 10 mM. As diluicdes de cada composto foram realizadas em
média de acordo com a linhagem celular de cada cultura até concentracdo maxima
final de 1% de DMSO.

5.2.2.1. Cultura de promastigotas de L. major

As cepas de promastigotas de L. major (MHOM/IL/81/BNI) foram mantidas em
meio de cultura Schneider’s (Sigma chemical Co. St Louis, Mo) com 13% de soro fetal
bovino inativado pelo calor (PBS, SigmaeAldrich), penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 mg/mL) a 26 °C por 7 dias.

5.2.2.2. Atividade anti Leishmania in vitro contra a forma evolutiva promastigota
de L. major

O teste de suceptibilidade promastigota foi realizado pelo micrométodo espectro-
fluorimétrico descrito previamente (PAPE; PAGNIEZ; ABDALA, 2002). 100 pL de uma
suspensdo de 10° promastigotas/mL foram colocadas em uma placa de 96 pogos. As
culturas foram expostas as drogas durante 96 horas a 26°C. A medicéo foi feita 4
horas apds a adigdo de 10 pL de uma solucao de resazurida 700 uM. Entdo, a emissao
de fluorescéncia foi medida a 590 nm com uma excitagdo de 550 nm.
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5.2.2.3. Atividade anti Leishmania in vitro contra o estagio amastigota de L. major

A citotoxicidade contra o estdgio amastigota intracelular do parasito foi
determinada ap0s infec¢do peritonial de macréfagos em camundongos Balb/c (CE
Janvier, Le Genest, Franca). Para infeccdo, foram utilizados 100 pL de uma
suspensao peritoneal de macréfagos que foram colocados em uma placa de 24 pogos
(Nunc) de lamina de vidro (10 mm de diametro) a 1,5 10° células/mL em RPMI 1640
com 15% de SFB a 37°C e 5% de CO2. Apos 24 horas de incubagéo para permitir a
ligacdo, os macrofagos foram infectados com 100 pL de uma suspensao promastigota
de fase estacionaria (1,5 10° promastigotas/mL em meio RPMI 1640 mais 15% de
PBS) e depois incubada por um periodo de 24 horas a 37°C e 5% de CO:2 para
infeccdo. A cultura de macréfagos foi lavada e exposta aos compostos em uma
concentracdo de 10 uM. O meio com os compostos foi substituido apés 48 horas.
Apos 2 dias, as culturas foram fixadas com metanol, coradas com May-Grunwalde
Giemsa e microscopicamente examinados. O numero médio de amastigotas por
macrofago foi determinado pela contagem do numero de amastigotas em 100
macrofagos escolhidos aleatoriamente e em cada duplicata. Os percentuais inibitérios,
apos o tratamento com 10 uM dos compostos, foram calculados usando os valores do
namero de amastigotas por macréfago. A porcentagem de macréfagos infectados
também foi calculada (PAGNIEZ et al., 2006).

5.2.3. Atividade antichagasica in vitro.
5.2.3.1. Cultura de Trypanossoma cruzi - forma epimastigota

As formas epimastigotas (cepa DM28c) foram mantidas em meio LIT
suplementado com 20% de PBS, a 27 °C.

5.2.3.2. Atividade antichagasica contra a forma evolutiva epimastigota

Para determinar o efeito antiproliferativo para formas epimastigotas da cepa
DM28c (108 parasitas/mL) foram mantidas em meio LIT + 1% de antibiético (Gibco
Pen Strep - Penicilina 10.000 U/mL + Estreptomicina 10.000 ug/mL) + 20% de PBS,
foram semeadas em placas de 96 pocos a 27°C, juntamente com diferentes
concentragcbes dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 pg/mL) por 96 horas. Cada
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composto foi testado em duplicata. O controle negativo foi em pogos sem tratamento
e a droga de referéncia utilizada como controle positivo foi o0 benznidazol. A viabilidade
parasitaria foi determinada por contagem direta em cadmara de Neubauer e, a partir
desses valores, a ICso (concentracao que inibe o crescimento de 50% de parasitas)
foi obtida por meio de uma regresséo linear simples utilizando o “software” Prisma 5.0

Graphpad.

5.2.3.3. Cultura de Trypanossoma cruzi - forma tripomastigota

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram obtidas a partir da infec¢ao in vitro
(1x107 parasitas) da linhagem de células Vero, ap6s estas obterem confluéncia em

cultura.

5.2.3.4. Atividade antichagéasica contra a forma evolutiva tripomastigota

Para determinar o efeito antiproliferativo sob as formas tripomastigotas da cepa
Y 4x108 parasitas/mL foram mantidas em meio RPMI com 1% de antibiético e 5% de
PBS, foram semeadas em placas de 96 pocos a 37°C, juntamente com diferentes
concentragcbes dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 pg/ml) por 24 horas sob
atmosfera de 5% de CO2. Cada composto foi testado em duplicata. Como controle
negativo da reacdo, po¢cos sem tratamento foram utilizadas e a droga de referéncia
utilizada como controle positivo foi o benznidazol. A viabilidade parasitaria foi
determinada por contagem direta em camara de Neubauer e, a partir desses valores,
obteve-se a ICso por meio de uma regressao linear simples utilizando o “software”

Prisma 5.0 Graphpad.

5.2.3.5. Cultura de T. cruzi para o teste tripanocida contra a forma amastigota

Para o teste in vitro de compostos tripanocidas foi utilizada a cepa Tulahuen de
T. cruzi expressando o gene da [-galactosidase de Escherichia coli. As formas
infectantes tripomastigotas sdo obtidas através de cultura em monocamadas de
fibroblastos L929 de camundongo em meio RPMI-1640 (pH 7,2-7,4), sem vermelho

de fenol (Gibco BRL), contendo 10% de soro fetal bovino e 2 mM de glutamina.
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5.2.3.6. Atividade antichagésica contra a forma evolutiva amastigota

Para o bioensaio, 4.000 células L929 em 80 pL de meio suplementado sdo
adicionados a cada po¢o de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos. Apos uma
incubacdo durante a noite, 40.000 tripomastigotas em 20 pL sdo adicionados as
células e entdo passam por encubacdo a 37 °C durante 2 h. O meio contendo
parasitas que nao penetraram nas células é substituido por 200 puL de meio fresco e
a placa é incubada por 48 horas adicionais para estabelecer a infec¢cdo. O meio é
entdo substituido por solu¢cdes dos compostos de 10 ou 20 mg/mL em DMSO e a
placa é incubada por 96 horas a 37 °C. Apoés esse periodo, 50 uL de clorofenol 500
UM glicosideo vermelho em Nonidet P40 a 0,5% € adicionado a cada poco e a placa
€ incubada por 18 horas a 37 °C, posteriormente a absorvancia a 570 nm é medida.
Controles com células ndo infectadas e células infectadas tratadas com benznidazol
ou ndo sado executados em paralelo. Os ensaios em triplicata sdo executados na
mesma placa (ROMANHA et al., 2010).

5.2.4. Avaliacdo da atividade citotoxica em macrdofagos

Os macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram soltos das garrafas de cultura e
foram plagueados em placas de 96 pocos, fundo reto e incubadas por 24 horas, a
37°C e atmosfera com 5% de COz2, para aderéncia. Apos esse tempo, 0S compostos
foram adicionados nas concentracdes de 6 a 200 ug/mL e incubados novamente por
um periodo de 48 horas. Foram utilizados po¢os apenas com meio de cultura como
controle negativo. Apés a incubacdo foi acrescentado 25uL de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo difenil tetrazoélio) a 5mg/mL em PBS, seguida de uma
nova incubagéo por 2 horas, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do meio de cultura
juntamente com o restante de MTT foi aspirado e 100uL de DMSO foi adicionado, por
poco, para solubilizac&do dos cristais de formazan resultantes da reducéo do MTT. Foi
realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotdbmetro
THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A concentracdo citotdxica para 50% da cultura
(CCso) foi determinada por anélise de regressao pelo software GraphPad Prism. Cada

ensaio foi realizado em triplicata.
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5.2.5. Avaliacédo da atividade citotoxica em células HelLa

As células HelLa foram subcultivadas a cada 4 dias em meio RPMI 1640
suplementado com 10% SFB (Sigma-Aldrich). As células foram colhidas apés uma
incubacdo de 5 minutos com solucédo de tripsina (Sigma-Aldrich). As células HelLa
foram semeadas em uma microplaca de 96 po¢cos com100 pL de uma de suspenséo
10%/mL em cada poco. Apds um periodo de incubacgédo de 24 horas a 37°C e 5% de
CO2, 100 pL de dos compostos em varias concentragcdes foram adicionados em
duplicata. Apds 96 horas, 10 uL de solucéo de resazurina (700 uM) foram adicionados.
Apés 3 horas de incubacgéo a 37°C, 5% COg, a fluorescéncia foi medida a 590 nm com

uma excitacao a 550 nm.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1. Atividade anti-Leishmania

Os testes de determinacgdo da atividade anti-Leishmania contra as espécies L.
amazonensis e L. infantum foram desenvolvidos no Laboratério de Imunologia e
Biologia Molecular do Departamento de Imunologia do Instituto Aggeu Magalhdes/
FIOCRUZ. Em paralelo, os testes para avaliacdo da atividade anti-leishmania contra
a espécie L. major foram desenvolvidos no Laboratoire de Parasitologie et Mycologie
Médicale (lICiMed) na Universidade de Nantes — Franca.

5.3.1.1. Série isoxazolina aza-biciclica (Séries 56a-g e 57a-u)

Os resultados obtidos na determinacdo da Concentracao Inibitéria 50% (ICso) da
série de compostos hibridos 2-isoxazolina aza-biciclica/tiazolidna-2,4-diona 56a-g e
57a-u frente as espécies L. amazonensis e L. infantum (formas promastigota e
amastigota) estao apresentados na Tabela 10. Alguns resultados promissores foram
obtidos quando se trata da forma evolutiva promastigota de ambas as espécies.
Resultados estes com um ICso inferior ao farmaco padrédo utilizado, a miltefosina. As
moléculas 57c, 57d, 57f e 571 apresentaram bons resultados de ICso para as formas
promastigota de L. amazonensis e L. infantum. Estas, possuem atomos de halogénio
(Cloro e Flior) em R! e R?. Em contrapartida, as moléculas 57a, 57i e 570
demostraram bons valores de ICso apenas para a espécie L. infantum e, estas
moléculas possuem atomo de halogénio apenas em R2. E possivel que a presenca do
atomo de halogénio seja necessaria para a apresentacao de atividade anti-leishmania.
O Grafico 01 presenta os valores de ICso das moléculas que apresentaram atividade

para melhor visualizacdo dos resultados.
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Tabela 10. Resultados da atividade anti-Leishmania contra L. amazonensis e L. infantum e 1Cso dos

e 57a-u.
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Valores de IC., (M) das moléculas ativas da Série 57
20
18
16
14
12
10

0 | I I I | I
57a 57¢ 57d 57f 57i 571 570

B L. amazonensis - Promastigota IC50 L. infantum - Promastigota IC50

A O

N

Miltefosina

Gréfico 01. Valores de ICso das moléculas da série 57 que apresentaram atividade anti-leishmania.

As moléculas que ndo possuem substituicdo no atomo de nitrogénio da
tiazolidina-2,4-diona (Série 56a-q), ndo apresentaram atividade anti-leishmania para
as espécies relatadas na Tabela 10 em ambas as formas evolutivas testadas.
Também ndo foi verificada atividade antiparasitaria superior a do farmaco de
referéncia quanto a forma evolutiva amastigota para todas as moléculas da Série 57a-
u, que possui substituicdo no atomo de nitrogénio da tiazolidina-2,4-diona.

Das 28 moléculas sintetizadas nesta série, 26 tiveram sua atividade avaliada
frente a forma promastigota de L. major, como mostram os resultados nas Tabelas 11.
E possivel verificar que, dentre as moléculas testadas aproximadamente 70% das
moléculas foram ativas. Essas apresentaram resultados de ICso inferior ao farmaco
padrdo utilizado, a pentamidina. Os valores obtidos ndo se diferenciam de maneira
significativa quando comparados aos radicais (R* e R?) presentes, fazendo analise de
suas caracteristicas quimicas, como eletronegatividade, volume atémico ou
ativadores e desativadores do anel aromatico. Diante disso n&o foi possivel determinar
a relacdo estrutural das moléculas testadas, se h4 um incremento ou ndo a atividade
antileishmania nesta espécie.

A Série 56a-g, sem substituinte no atomo de nitrogénio da tiazolidina-2,4-diona

apresentou ICso muito superior ao da pentamidina, contrastando com a Série 57a-u,



gue apresenta o referido nitrogénio substituido, que em sua maioria apresentou ICso
menores do que a pentamidina.

As moléculas com melhores resultados contra a L. major foram as 57b, 57d, 571
e 57p com resultados de 1Cs0 1,39, 1,95, 1,72 e 1,73 UM, respectivamente. Todos 0s
valores podem ser vistos também no Grafico 02, que mostra todas as moléculas que
apresentaram valores de ICso inferiores a pentamidina (3,56 uM). E importante
destacar que as moléculas 57b e 57p se apresentram em destaque pela sua atividade
frente & forma promastigota de L. major mas, ndo apresentram nenhuma atividade
antiparasitaria frente as outras espécies de Leishmania testadas (L. amazonensis e L.

infantum).

Tabela 11. Resultados da atividade anti-Leishmania contra a forma promastigota de L. major dos
compostos 56a-q e 57a-u.

Comp. R? R? IID(;SOTSIT/I'[)- Comp. R? R? Ilb(;gor?ﬁl?/lt).
56a  4-Cl H 74,73:0,00 2 4.0Me 'CNHSS%"" 2.79+0.26
- 4-F H >100 S04 4 ome 'C"l'f)(;ﬁ("" 2.53+0.54
B¢ 4 ome H >100 — 4;3;? 'ngl)%?](“' 2.85+0.77
sed e H 2418506 57k 1o 'CNHSS%“' 3,21+2,27
e 4 toluil H >100 - 4;3;? 'C"g)%ﬁ(“' 1.7240.27
56f  4-NO: H >100 MM 4 ol 'ngl)%?](“' 2.52+0.08
56  3-NO: H >100 200 4ol 'CNHSSSS" :

38 g 'CHCZI)CP?](“' 207:038 202 4o 'CFI':Z)%E(“' :

b 4 'CNHS(Z:)SE" 139:002 22 4No, -cgzl)cpcr)]m- 1.73+0.28
3C 4 'CHFZ)(F:,EJ(“' 217:042 219 4No, 'CNHSZC)SS" 2.58+0.04
Srd 'C'ézl)%?](“' 195019 20 4No, -crg)gﬁm- 2.61+0.45
57  4F 'CNH(;SSE“' 274023 25 3.NO0» 'ngl)cp?]("" 2.2240.18
- A-F 'C"I':Z)%ﬁ(“' 2.18+0.18 3 3No, -CNH(;S)S#- 7.33+£3.17
279 40Me 'CHCT)CP?](“' 2.27+0.47 57u  3-NO: 'Cﬂz)%ﬁ(“' 2.51+0.20

Pentamidina

3.56+0.46

-: Nao testado.
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IC;, (LM) - Promastigota L. major
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Gréfico 02. Resultado do teste antileishmania contra a forma promastigota de L. major das moléculas
ativas da Série 57.

5.3.1.2. Série 5,6,7,8-tratrahidroimidazo[1,2-a]pirazina (Moléculas 75a-x, 77a,b
e 78a-r)

A série de moléculas hibridas 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazina/tiossemicarbazona 75a-x, 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazina/tiazolidinona 77a,b e 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l,2-a]pirazina/tiazolidina-
2,4-diona 78a-r foram testadas para as espécies L. amazonensis, L. infantum e L.
major, assim como a seérie descrita anteriormente. Os testes foram realizados
seguindo o mesmo procedimento e foram desenvolvidos nos locais descritos no item
5.3.1.

Os resultados obtidos da atividade antileishmania frente as espécies L.
amazonensis e L. infatum estdo apresentados nas tabelas 12, 13 e 14. Para todas as
moléculas apresentadas, o valor de ICso em uM foi superior ao valor obtido para o
farmaco padrdo, a miltefosina, para ambas as espécies descritas e nas formas
evolutivas promastigota e amastigota. Sendo assim estas moléculas néo

apresentaram atividade antileishmania significativa.
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dos derivados hibridos 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiossemicarbazona 75a-x.

Tabela 12. Resultado da atividade antileishmania (IC50 em uM) contra L. amazonensis e L. infantum
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Tabela 13. Resultado da atividade antileishmania (ICso em pM) contra L. amazonensis e L. infantum
dos derivados hibridos 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidinona 77a,b.
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Tabela 14. Resultado da atividade antileishmania (ICso em pM) contra L. amazonensis e L. infantum

dos derivados hibridos 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidina-2,4-diona 78a-r.
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Os testes realizados para averiguacdo da atividade antileishmania contra a
forma promastigota de L. major apresentaram, para todas as moléculas das Séries
75, 77 e 78, um valor de ICso maior que 10 M exceto para a molécula 78h. O valor
de ICso apresentado por ela foi igual & pentamidina, farmaco de referéncia, 1,53 uM
com um erro de +0,13.

Comparando entédo estruturalmente as séries 57 (isoxazolinas aza-biciclica) e
78 (5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina), onde ambas apresentam o nudcleo
tiazolidina-2,4-diona, foi percebido que a isoxazolinas aza-biciclica é um fator

importante para a atividade contra a forma promastigota de L. major.

5.3.2. Atividade antichagasica

Os ensaios bioldgicos para determinacao da atividade anti-Trypanossoma cruzi
foram realizados no Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do Departamento
de Imunologia do Instituto Aggeu Magalhdes/ FIOCRUZ.

5.3.2.1. Série isoxazolina aza-biciclica (Séries 56 e 57)

Os resultados da atividade antiparasitaria das Séries 56a-g e 57a-u frente ao

parasita T. cruzi para as formas evolutivas epimastigota e tripomastigota estao
apresentados na Tabela 15. Podem ser observados resultados positivos para as duas
formas evolutivas, sendo os melhores resultados frente a forma epimastigota. A maior
parte das moléculas da Série 56 ndo se apresentaram ativas frente a essa forma
evolutiva, com excessao da molécula 56f que apresentou ICso de 1,44 uM, sendo a
ICs0 do benznidazol 10,52 uM para essa forma evolutiva. Dentre as moléculas 57
apenas a molécula 57t, substituida com o radical NO2 em R! e R? ndo apresentou
atividade anti-trypanossoma.

O resultado da atividade antichagasica frente a forma tripomastigota apresenta
valores de ICso inferiores ao benzinidazol. Dentre as moléculas da Série 56, que nédo
apresenta substituicdo no nitrogénio da por¢do tiazolidina-2,4diona, apenas a
molécula 56a apresentou atividade antichagasica. E possivel verificar que as
moléculas mais ativas frente a forma tripomastigota sdo da Série 57, aquelas que

apresentam substituicdo no atomo de nitrogénio do nucleo tiazolidna-2,4-diona,
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podendo ser uma evidéncia experimental da necessidade de substituicdo para
incremento da atividade tripanocida.

A avaliacdo da atividade antichagasica frente as formas amastigotas do T. cruzi
demostraram que as moléculas sintetizadas apresentaram valores de ICso superiores
ao benznidazol ou foram inativas frente a cepa testada. E importante salientar que,
além da forma amastigota ser a fase evolutiva mais importante para sem combatida,
é também a forma mais dificil. Por estar localizada dentro da célula, o composto deve
passar pela membrana plasmatica e adentrar a célula para executar a acao
tripanocida. Dentre as moléculas testadas, duas apresentaram os menores valores de
ICs0, as moléculas 57a e 57u, ambas apresentam em sua estrutura molecular atomos

de halogénio.
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57a-u.

Tabela 15. Resultado da avaliacdo anti-Trypanossoma (ICso - UM) das Séries 56a-g e
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5.3.2.2.

)

78a-r

As Tabelas 16 e 17, apresentadas abaixo, trazem os resultados da avaliagéo

frente ao parasita T. cruzi das novas moléculas hibridas 75a-x, 77a,b e 78a-r atravées
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da determinacao da ICso, tendo como farmaco padréo o benznidazol. Na Tabela 16 é
possivel verificar os valores de ICso e avaliar também a influéncia da substituicdo nas
posicdes 2 e 3 para 0s compostos da série 75a-x. Grande parte das moléculas que
apresentaram atividade significativa frente a forma evolutiva tripomastigota, possui

substituicdo na posicao 2 do nucleo 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina.

Tabela 16. Resultado da determinacédo da ICso para avaliagdo da atividade anti-trypanossoma das
moléculas 75a-x.

Tripom. Epim. Amast.
X |C50 = |Cso = |C50 |J.M
ESTRUTURA R? R? POSIZQAO puM puM (cepa
(Cepa (Cepa Talahuen)
Y) DM28c)
H 75a >267,81 - Inativo
Ph 75b 2,60 57,53 8,00
4-Cl-Ph 75¢c 6,71 - 6,61
NO» 4-F-Ph 75d 3,05 12,27 8,55
4-OMe- 750 324 - Inativo
Ph — '
4-NO2- - Inativo
Ph 75f 12,97
H 759 7,43 - Inativo
Ph 75h 2,41 11,64 <10,41
4-CI-Ph 75i 1,88 10,54 8,75
E 4-F-Ph 75i 5,85 - >45,40
4-OMe- -
Ph 75k 3,11 6,40
4-NO2- -
o Ph 73l 2,35 4,06

| Tripom. Epim. Amast.

N

1 2 A uM M (cepa
R R S (Cepa (Cepa Talahuen)
s, Y) DM28c)
R H 75m >267,81 - Inativo
Ph 75n >222,47 - 13,79
4-CI-Ph 750 >206,68 - 29,75
NO 4-F-Ph 75p >213,91 - 15,18
? " 4-OMe- -
o 75q >208,54 >41,70
4-§h02- 750 6.35 - Inativo
H 75s 139,96 - Inativo
Ph 75t 8,94 - 47,34
4-CI-Ph 75u 2,62 6,82 12,69
= 4-F-Ph 75v 6,74 - >45,40
4-OMe- -
Ph 75w >200,99 >44,19
4";',h02' 75x 52,11 4432 37éf3$/'

Benznidazol 40,96 10,52 3,8
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Tabela 17. Resultado da determinacao da ICso para avaliagao da atividade anti-trypanossoma das
moléculas 77.

Trypom. Epim. Amast.

3 |C50 = |C50 = |C50 |J.M
ESTRUTURA R? R? POSIZCAO UM UM (cepa
(Cepa (Cepa Talahuen)
Y) DM28c)
(0]
N H
NA©_< H 77a 46,83 - Inativo
R bN % \/N
N NO:2
-
SN TonT I >94,35 - >38,49
)
Benzinidazol 40,96 10,52

Diante dos resultados apresentados na Tabela 16, pode ser verificado que
todas as moléculas com R*! igual a Fllor (com substituicdo na posicdo 2) possuem
otimos valores de ICso frente a tripomastigota, quando comparado ao benznidazol,
com ICso igual a 40,96 uM. A molécula 75i apresentou uma ICso frente a forma
tripomastigota de 1,88 uM e, frente a forma epimastigota apresentou atividade
moderada com uma ICso semelhante ao benznidazol, 10,54 e 10,52 uM,
respectivamente. Das moléculas 75 substituidas na posicdo 3 apenas a 75r, 75t, 75u
e 75v apresentaram ICso inferior a do benznidazol frente a tripomastigota, sendo a 75u
também ativa frente a epimastigota com uma ICso de 6,82 uM. Por outro lado, ainda
na Tabela 16, os resultados das moléculas da Série 75 frente a forma evolutiva
amastigota variaram de inativos a valores de ICso superiores ao benznidazol (3,8 puM).
Dentre as moléculas que apresentaram algum valor de ICso, as moléculas desta série
substituidas em posicdo 2 apresentaram os menores valores de ICsp, como por
exemplo a molécula 75I, com uma concentragao inibitéria 50% de 4,06 uM.

As moléculas hibridas 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidinona 77
apresentaram atividade tripanocida inferior ao farmaco de referéncia frente as formas
evolutivas tripomastigota e amastigota ou foram inativas. A Tabela 18 apresenta
resultados da avaliacdo da atividade tripanocida das moléculas hibridas 78 frente as

formas evolutivas tripomastigota e amastigota.
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Tabela 18. Resultado da determinacao da ICso para avaliacao da atividade anti-trypanossoma das

moléculas 78a-r.
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moléculas que possuem substituicdo com atomos de halogénio, com grupamentos
volumosos e ndo-volumosos e de eletronegativade variada mas, os resultados néo
seguem uma proporcdo e um padrédo para determinar a influéncia destas
caracteristicas quimicas nos valores de ICso. A molécula com melhor resultado anti-
tripomastigota foi a 78n, que apresentou 4,84 UM de concentracdo inibitoria 50%,
entretanto esta molécula se apresentou inativa frente a forma amastigota do parasita.
Dentre os valores de ICso frente as formas amastigotas, a molécula 78k foi a Unica da
série que apresentou um valor inferior ao benznidazol, sendo sua ICso 3,26 uM. Outras
moléculas da série apresentaram valores de IC50 superiores ao benznidazol ou se

mostraram inativas frente a essa forma evolutiva.

5.3.3. Determinacéao da citotoxicidade

A citotoxicidade em células de mamiferos (macrofagos) foi avaliada através de
ensaios com MTT. Esse ensaio é baseado na reducédo dos sais amarelos de tetrazolio
por redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas. Ao metabolizar o
tetrazolio, cristais de formazan sdo formados no interior dessas células; essas devem
ser lisadas para a solubilizacdo e posterior andlise por espectrofotometria. A
quantidade de formazan produzida é diretamente proporcional ao nimero de células
viaveis. Quanto maior for a viabilidade celular, maior seré a propor¢éo de reducéo do
MTT e maior serd a absorbancia, portanto a CCso € indiretamente proporcional a
guantidade de formazan/absorbancia.

A Tabela 19 apresenta os valores encontrados para a citotoxicidade das
moléculas da série 2-isoxazolina azabiciclica 56a-g e 57a-u. E possivel verificar que

quando é feita comparagdo com a CCso do benznidazol, todas as moléculas
apresentaram valores bastante inferiores. Estes dados indicam que as moléculas
possuem citotoxicidade superior ao benznidazol. Esse € o0 Unico farmaco
antiparasitario utilizado atualmente para a doenca de Chagas e possui como um grave
problema seus efeitpos téxicos, levando ao aparecimento de inumeros efeitos
colaterais. Comparando os resultados apresentados nesta tabela com os resultados
que foram apresentados na Tabela 15, as moléculas 56a, 57k,571 e 579 se
apresentaram ativas frente a forma evolutiva tripomastigota do parasita e
apresentaram citotoxicidade superior ao benznidazol. O Grafico 03 mostra os valores
apresentadados na Tabela 19, para melhor visualizagdo comparativa.
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Quando se trata da citotoxicidade destas moléculas, comparativa ao farmaco
miltefosina é possivel verificar que todas se apresentaram atdxicas com CCso superior
a 56,67 uM. O estudo da citotoxicidade nas células MRC5 ainda esta em andamento,
mas, o resultado inacabado demonstra que as moléculas testadas ndo demostraram
CCso inferior & 15 pM, citotoxicidade apresentada pelo farmaco padrdo do teste, a

pentamidina. Portanto, estas moléculas sdo consideradas néo citotéxicas.

Tabela 19.Valores da citotoxicidade (CCso - uM) das moléculas da série 2-isoxazolina azabiciclica
56a-g e 57a-u determinados em macréfagos e em MRC5.

Composto X R (Macréfacg:ggo- Raw 264.7) (I\j:lgé%)
56a 4-Cl H 126,01 >100
56b 4-F H 303,03
56¢ 4-OMe H 250,22
56d 4-terc-butil H 113,30 >100
56e 4-toluil H 229,13
56f 4-NO; H 127,28
56 3-NO2 H 278,87
57a 4-Cl -CH2CO(4-Cl)Ph >337,09
57b 4-Cl -CH2CO(4-NO2)Ph >369,73
57c 4-Cl -CH2CO(4-F)Ph 196,91
57d 4-F -CH2CO(4-Cl)Ph 73,45
57e 4-F -CH2CO(4-NO2)Ph 142,00 >100
57f 4-F -CH2CO(4-F)Ph >402,03
57 4-OMe -CH2CO(4-Cl)Ph >380,98
57h 4-OMe -CH2CO(4-NO2)Ph 135,09
57i 4-OMe -CH2CO(4-F)Ph >392,54
57| 4-terc-butl  -CH2CO(4-Cl)Ph 63,22
57k 4-terc-butil  -CH2CO(4-NO2)Ph 81,78 >100
571 4-terc-butil -CH2CO(4-F)Ph 105,60
5/m 4-CHs -CH.CO(4-Cl)Ph >392,18
5/n 4-CHg -CH2CO(4-NO2)Ph 115,07
570 4-CHs -CH.CO(4-F)Ph 59,59
57 4-NO; -CH2CO(4-Cl)Ph >369,73
579 4-NO2 -CH2CO(4-NO2)Ph 57,24
a7 4-NO; -CH.CO(4-F)Ph 202,29
57s 3-NO2 -CH2CO(4-Cl)Ph 179,48
57t 3-NO2 -CH2CO(4-NO2)Ph 151,15
57u 3-NO: -CH2CO(4-F)Ph 187,63

Benznidazol 459,19

Miltefosina 56,67

Pentamidina 15+0,2
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Citotoxicidade da série 2-isoxazolina azabiciclica
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Gréfico 03. Citotoxicidade, em puM, da da série 2-isoxazolina azabiciclica 56 e 57 determinados em
macrofagos e em MRC5.

A Tabela 20 apresenta os valores da concentracdo citotoxica 50% em
macrofagos das moléculas hibridas 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina 75a-x,

77a,b e 78a-r testadas pelo mesmo método descrito para a série 2-isoxazolina

azabicilica discutido anteriormente, o teste de medida da concentracéo de formazan
a partir da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro. E possivel verificar que,
quando comparado a CCso do benznidazol (459,19 pM) a grande maioria das
moléculas se apresentaram toxicas.

A série dos derivados hibridos 75 apresentou apenas 3 moléculas com
atividade néo citotéxica. Foram elas as moléculas 75e (CCso >471,09 uM) e 759 (CCso
>577,4 pM) substituida na posicdo 2 do nucleo 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l,2-
a]pirazina e a molécula 75s (CCso >577,4 uM) modelizada na posi¢cdo 3 do nucleo
central. As moléculas 75g e 75h apresentaram a mesma citotoxicidade e diferem
apenas na posicdo da modelizagéo e, sdo substituidas em R* com o halogénio Fluor
e em R? com o atomo de Hidrogénio. Ainda comparando com a CCso do benznidazol,
das duas moléculas hibridas 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina/tiazolidinona 77,
apenas a molécula 77a apresentou CCso superior.

As moléculas hibridas 78a-r também apresentaram um alto percentual de
citotoxicidade relativa, quando comparada ao benznidazol. Todas as moléculas
substituidas em posi¢do 2 do nudcleo central apresentaram CCsp inferior ao farmaco
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de referéncia para a doenca de Chagas. Apenas uma moléclula substituida na posicéo
3 apresentou citotoxicidade superior ao benznidazol, a molécula 78] com o radical NO2
em R?, o a&tomo de Hidrogénio em R? e CCso >500,77 UM.

O farmaco padrao utilizado para verificacdo da atividade antileishmania contra
as espécies L. amazonensis e L. infantum foi a miltefosina, que apresentou uma CCso
de 56,67 uM. Analisando comparativamente a citotoxicidade das moléculas testadas
com a citotoxicidade apresentada pela miltefosina, apenas alguns exemplares se
apresentaram toxicos. Dentre os derivados 75, as moléculas 75h, 75i e 75k,
substituidas em posicdo 2, apresentaram CCso de 31,19, 26,63 e 37,78 uM,
respectivamente. Dentre os derivados 75, substituidos em posicdo 3, apenas a
molécula 75u (CCso 49,89 uM) apresentou citotoxicidade. Ambos os compostos
citados sdo derivados fluorados em R!. Dentre os derivados 77, as duas moléculas
apresentaram boa citotoxicidade relativa, entretando, as moléculas da Série 78
também apresentaram altos valores de CCso, exceto pelas 78k com CCso 23,62 uM e
78p com CCsp 45,52 uM. Ambas possuem substituicdes com atomos de halogénios o

gue pode indicar um aumento da citotoxicidade pela presenca desses substituintes.
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Tabela 20. Valores da citotoxicidade (CCso - uM) das moléculas da série 5,6,7,8-
tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina 75a-x, 77a,b e 78a-r determinados em macréfagos.
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6. CONCLUSAO

A série 2-isoxazolina azabiciclica 56a-q e 57a-u foi devidamente sintetizada

sem grandes problemas, utilizando a expertise do grupo de pesquisa. As novas
moléculas sintetizadas, assim como 0s novos intermediarios ésteres, alcoois e
aldeidos isoxazolinicos e as 28 novas moléculas hibridas 2-isoxazolina/tiazolidina-2,4-
diona, tiveram algumas caracteristicas fisico-quimicas determinadas e foram
caracterizadas estruturalmente através das analises espectroscopicas de RMN de *H
e 13C, assim como através dos espectros no infravermelho. Grande parte dessa série
teve sua massa exata determinada através da analise de massas de alta resolucdo
(MALDI-TOF).

A obtencdo das moléculas hibridas da série 5,6,7,8-tetrahidroimidazol[1,2-

a]pirazina 75a-x, 77a,b e 78a-r foi realizada com sucesso. A sintese das moléculas

finais e de todos os intermediarios foi realizada sem maiores dificuldades, exceto pelos
sais 70a e 70b que foram utilizados sem prévia purificacdo. Apenas duas moléculas
da série hibrida 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l1,2-a]pirazina/tiazolidinona 77a,b foram
sintetizadas. A identificacao delas foi feita pela analise de massas e infravermelho. A
identificacdo dessas através das analises de RMN sera refeita, mas, a sintese e
purificagéo foi desenvolvida conforme descrito na literatura e sem complicacdes.

As estruturas das moléculas hibridas 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazina/tiossemicarbazona 75a-x e 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-
a]pirazina/tiazolidina-2,4-diona 78a-r foram completamente elucidadas através das
andlises espectrométricas de RMN de 'H e 3C unidimensionais e bidimensionais,
infravermelho e massas e também tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas
determinadas.

A moléculas sintetizadas, de ambas as séries, foram submetidas as analises
para determinacdo da atividade anti-Trypanossoma e anti-Leishmania, contra os
parasitas, T. cruzi e 3 espécies do género Leshimania (L. amazonensis, L. infantum e
L. major), além dos testes de citotoxicidade.

Moléculas de ambas as séries apresentaram atividade antiparasitaria. Para a
série 2-isoxazolina azabiciclica as moléculas 57c, 57d, 57f e 57| se apresentaram
ativas frente a forma promastigota das espécies L. amazonensis e L. infantum e, as
moléculas 57a, 57i e 570 apresentaram atividade apenas frente a espécie L. infantum

sob a forma evolutiva promastigota. As moléculas desta série ndo apresentaram
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atividade frente a forma evolutiva amastigota das espécies L. amazonensis e L.
infantum. Por outro lado, frente a forma evolutiva promastigota da espécie L. major,
70% das moléculas foram ativas. Contra o parasita T. cruzi apenas as moléculas 57e
e 57k apresentaram uma ICso inferior ao benznidazol, frente as formas tripomastigotas
do protozoario. As moléculas dessa série apresentaram valores de ICso superiores ao
benznidazol ou foram inativas frente a forma amastigota do parasita.

As moléculas da seérie 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[l,2-a]pirazina nao
apresentaram atividade anti-Leishmania para as trés espécies testadas, entretanto
algumas moléculas tiveram interessante atividade frente a forma tripomastigota do T.
cruzi. A maior parte das moléculas ativas da série 75a-x possuem o atomo de flaor,
indicando uma possivel relacdo da presenca deste halogénio com a atividade
biolégica em questdo. As moléculas da série 77a,b ndo apresentaram atividade anti-
tripanossoma e dentre as moléculas da série 78a-r, a molécula 78n apresentou melhor
atividade frente a forma tripomastigota e a molécula 78k frente a forma amastigota.

Os resultados de citotoxicidade das moléculas da série 2-isoxazolina
azabiciclica demostraram que as moléculas ndo apresentaram citotoxicidade quando
comparadas com as CCso dos farmacos padrdo benznidazol, pentamidina e
miltefosina, testados contra T. cruzi, L. major e L. amazonensis e L. infantum,
respectivamente. A série 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina demostrou que as
moléculas apresentaram citotoxicidade quando comparado ao benznidazol. Por outro
lado, relacionando os valores de CCso com miltefosina, as moléculas 77a,b
apresentaram boa citotoxicidade relativa, mas, as moléculas 75h, 75i, 75k, 75u se
apresentaram citotoxicas, assim como as moléculas 78k e 78p. Entretanto a grande
maioria das moléculas tiveram baixa citotoxicidade.

Resultados de estudos mais especificos, como o biding e docking destas
moléculas também estdo em progresso. Todos os resultados estardo presentes nos
artigos que estao sendo redigidos, resultados deste trabalho.

Sendo assim, 5 séries de novas moléculas que possuem o0s nucleos
isoxazolinas  azabiciclica e 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina, foram
sintetizadas, fazendo um total de 72 moléculas, que se apresentaram promissoras

guanto a antividade anti-Trypanossoma e anti-Leishmania.
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1- INTRODUCTION

Les Maladies Tropicales Négligées (MTN) constituent un groupe de maladies le
plus répandu dans les pays tropicaux ou subtropicaux et sont principalement
présentes dans la population la plus pauvre, dépourvue d’assainissement adéquat et
en contact avec des vecteurs. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus
d’'un milliard de personnes dans le monde sont touchées par l'une de ces maladies, ce
qui entraine un co(t économique élevé (Organisation mondiale de la santé (OMS),
2018a). L'OMS classe 17 maladies parmi les maladies tropicales négligées, causées
par des parasites comprenant des virus, des bactéries ou des eucaryotes ; Ce dernier
groupe comprend la maladie de Chagas et la leishmaniose, toutes deux causées par
des protozoaires de la famille des trypanossomatidés.

Environ 8 millions de personnes dans le monde sont infectées par le Trypanossoma
cruzi (agent responsable de la maladie de Chagas) et la grande majorité des
personnes infectées sont concentrées en Amérique Latine ; environ 10 000 personnes
meurent chaque année (WHO, 2016). Actuellement, seuls deux médicaments sont
utilisés pour traiter cette parasitose, le benzinidazole et le nifurtimox. En ce qui
concerne la leishmaniose, une maladie causée par des parasites du genre
Leisshmania spp, il existe 3 types de maladies qui peuvent étre causées par différentes
especes du parasite. L'épidémiologie de cette maladie varie en fonction du type de
leishmaniose, ainsi que du traitement et de la gravité de l'infection, le type le plus
sévere étant la leishmaniose viscérale (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO),
2018b).

La maladie de Chagas et la leishmaniose sont des maladies graves qu'il convient
de traiter correctement, ainsi que toutes les maladies négligées, mais la découverte et
le développement de nouveaux médicaments sont extrémement lents. L'industrie
pharmaceutique ne s'intéresse pas a ce type de recherche en raison du co(t élevé et
du faible incitatif financier (GARCIA-SALCEDO et al.,, 2016). En outre, I'un des
problemes majeurs en matiére de traitement des maladies infectieuses est la
résistance de l'agent causal aux médicaments utilisés, ainsi que l'apparition d'effets
secondaires graves et d'un traitement inefficace a tous les stades de la maladie. Le
développement de nouveaux meédicaments pour le traitement de ces maladies est

extrémement important.
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Le développement de nouveaux médicaments biologiquement actifs peut étre
accompli par le biais de diverses méthodes. Medicinal Chemistry a plusieurs
méthodologies pour la création de nouvelles molécules biologiguement actives, y
compris I'hybridation moléculaire. Cette méthode consiste a joindre différents groupes
pharmacophores dotés de propriétés pharmacologiques différentes ou non, afin
d'obtenir de nouvelles molécules hybrides (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).
L'optimisation de l'activité biologique et d'autres caractéristigues pharmacologiques
peut étre vérifiee, y compris un effet pharmacologique différent de celui présenté a
l'origine.

Compte tenu de la grande importance rapportée dans la littérature des 2-
isoxazolines et des noyaux de 2,4-thiazolidinediones en tant qu'activité antitumorale
(KAMAL et al., 2012; PRAJAPTI et al., 2015; REGO et al., 2014), antimicrobiens
(MANDAWAD et al., 2014; NIKAM et al., 2015), antichagasique (DE MENEZES et al.,
2016), antileishmania (LEITE et al., 2016), antidiabétique (MISHRA; SACHAN;
CHAWLA, 2015), entre autres; et aussi les résultats obtenus par notre groupe de
recherche et d’expertise, ce travail a notamment pour objectif la synthése de nouvelles
molécules, par hybridation moléculaire des noyaux rapportés (Figure 01), avec une
activité antichagasique et antileishmanienne.

La deuxiéme partie de ce grand travail est la synthese de nouvelles molécules
hybrides avec les noyaux imidazo [1,2-a] pyrazine, thiosemicarbazone, thiazolidine-
2,4-dione et thiazolidinone. Ces noyaux présentent une activité antiparasitaire dans la
littérature, tels que l'antileishmania (LEITE et al., 2016; MARCHAND et al., 2015) et
les antichagasique (MOREIRA et al., 2014; MORENO-RODRIGUEZ et al., 2014),
entre autres (MARHADOUR et al., 2012). Compte tenu de cela, les tests biologiques
des nouvelles molécules hybrides (Figure 01) seront également effectués contre les

parasites T. cruzi et Leishmania spp.
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Figure 01. Molécules hybrides contenant les noyaux 2-isoxazoline aza-bicycliques (en vert), la
thiazolidine-2,4-dione (en bleu), l'imidazo [1,2-a] pyrazine (en rouge), la thiosemicarbazine (en rose) et
la thiazolidinone (orange).

2- REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
2.1- MALADIE DE CHAGAS

2.1.1- Epidémiologie

La maladie de Chagas était une maladie rurale, initialement présente chez les
animaux sauvages, mais avec les changements socio-économiques, I'exode rural, la
déforestation et l'urbanisation, le scénario changeait et, au fil des années, cette
maladie acquit un profil épidémiologique plus urbain. périurbain et se concentre
principalement sur la population la plus pauvre d’'une région donnée.

Selon 'OMS, T. cruzi infecte actuellement environ 8 millions de personnes dans
le monde, 'Amérique Latine étant la région la plus touchée. La mortalité due a la
maladie de Chagas atteint plus de 10.000 personnes par an. Dans cette infection, il
n'y a pas de prédominance sexuelle, mais les enfants sont les plus touchés en ce qui
concerne la transmission du vecteur a domicile (WHO, 2018c).

Ces dernieres années, la présence de la maladie de Chagas en dehors de
I'’Amérique Latine, en provenance de pays d'endémie, a été traitée trés sérieusement.
Cela est di a la mobilité de la population et principalement a la migration. En 1970,
par exemple, les Etats-Unis ont accueilli un grand nombre dimmigrants latino-
americains. Selon les Centres de Contréle et de Prévention des Maladies (CDC),
environ 300.000 personnes sont infectées par T. cruzi et la grande majorité des

personnes infectées est présente dans sa population immigrée. Dans ce pays, de
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rares cas d'infection par ce parasite sont dus a la transmission par l'insecte vecteur
(CANTEY et al.,, 2012; SCHMUNIS, 2007). Habituellement, cette transmission se
produit dans les cas de transfusion sanguine et de transfusion mére-enfant dans la
grande majorité des pays non endémiques (Canada et certains pays européens), sans

transmission par l'insecte vecteur (Figure 02).
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Figure 02. Répartition des cas d'infection a Trypanosoma cruzi d'aprés les estimations officielles et
I'état de transmission du vecteur, 2006-2009. Source : OMS - Organisation mondiale de la santé.
(Adapté de: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Gl

2.1.2- Le parasite : Trypanosoma cruzi

L'agent responsable de la maladie de Chagas est un parasite flagellé de la
famille des Trypanasomatidae, le T. cruzi (Figure 03). Il a deux hétes, un invertébré et
un vertébré, 'homme. Le Triatoma infestans est la principale espéce héte invertébrée
(Figure 03). Cet insecte hématophage est également connu sous le nom de barber,
car il préfére se nourrir de la région faciale de 'homme. Il a des habitudes domestiques

presque strictes et est présent dans plusieurs pays d'’Amérique du Sud.
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Figure 03. A. Trypanosoma cruzi (forme trypomastigote). B. Triatoma infestans (Barber). (Adapté de:
http://www.cdc.gov/parasites/chagas/index.html)

Le T. cruzi est un parasite hétéroxénique qui a besoin de deux hoétes pour
compléter son cycle évolutif. La différenciation cellulaire a lieu au cours des phases du
cycle évolutif, passant par 3 formes différentes du parasite : trypomastigote,
épimastigote et amastigote. La forme infectieuse pour I'hdte invertébré est le
trypomastigote et pour 'homme, le trypomastigote métacyclique. Le premier vient de

I'hnomme et le second de l'insecte. La figure 04 montre le cycle évolutif de T. cruzi et

toutes ses formes évolutives.
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Figure 04. Cycle évolutif de Trypanosoma cruzi. (Adapté de :
http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html)
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2.1.3- Phases de la maladie de Chagas

La maladie passe par trois phases distinctes : aigué, indéterminée et chronique.
La phase aigué, qui est la phase initiale de la maladie, est caractérisée par la présence
de quelques symptdémes tels que fievre, hépatosplénomeégalie et, selon 'emplacement
de la porte d'entrée du parasite, I'apparition d'un chagome, d'un cedéme provoqué par
une inflammation provoquée par la morsure de l'insecte transmetteur, ou le signe de
Romana, cedéme oculaire bipalpébral unilatéral causé lorsque la porte d'entrée des
parasites est la conjonctive oculaire. La phase indéterminée est asymptomatique et
dépend de plusieurs facteurs, tels que la virulence parasitaire et la susceptibilité de la
personne touchée (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, [s.d.]; RASSI; RASSI;
MARCONDES DE REZENDE, 2012). La phase chronique est caractérisée par une
atteinte cardiaque complexe, une augmentation du volume du cceur et des organes du
tube digestif. A ce stade, le patient a besoin de beaucoup de soins médicaux et c'est
également a ce stade que les médicaments antichagasiques actuels, le benzinidazole

et le nifurtimox sont les moins actifs (WHO, 2018d).

2.1.4- Traitement de la maladie de Chagas

Actualement seulement deux médicaments antichagasiques sont utilisés en
médecine pour traiter cette maladie, le benzinidazole 1 et le nifurtimox 2 (figure 05).
Les deux sont des substances nitrohétérocycliques, la premiére étant un dérivé de
nitroimidazole et la seconde, un dérivé de nitro furane. lls présentent une activité
antichagasique significative dans la phase aigué de la maladie avec une guérison
parasitologique de 60 & 80%(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; VIOTTI et al., 2014).
Cependant, la forte toxicité et la grande quantité d'effets secondaires présents lors de
l'utilisation de ces médicaments, ainsi que la présence de parasites résistants,
soulignent le besoin impérieux de développer de nouvelles substances antichagiques
(TESTON et al., 2013).
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Figure 05. Benzinidazole 1 et Nifurtimox 2, médicaments antichagasiques.
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L'action de ces dérivés nitrés est due a la formation de composés toxiques dans
les cellules par réduction enzymatique du groupe nitro, ce qui entraine la formation de
radicaux libres augmentant le stress oxydatif de la cellule et entrainant la mort du
parasite (BERMUDEZ et al., 2016). Les nitroredutases sont des enzymes impliquées
dans ce processus et peuvent étre de deux types, différenciées par la sensibilité a
l'oxygene. A. Le type | est insensible a lI'oxygene et permet des réductions impliquant
deux électrons. Le type Il est sensible a I'oxygene et les réductions auxquelles il
participe n'impliquent qu'un électron (SCARIM et al., 2018). La présence de souches
de T. cruzi résistantes au benzinidazole et au nifurtimox entraine la nécessité de
rechercher de nouvelles substances antichagiques ayant un autre mécanisme
d'action, telles que les inhibiteurs de la synthése de l'ergostérol, les inhibiteurs de la
topoisomérase de type 1, les inhibiteurs de la cruzaine, I'anhydrase carbonique, entre
autres (BERMUDEZ et al., 2016 ; DE MENEZES et al.,, 2016 ; PAN et al., 2013 ;
SCARIM et al., 2018).

2.2- LEISHMANIOSE
2.2.1- La maladie et I'épidémiologie

La leismaniose est une maladie parasitaire considérée par 'OMS comme une
maladie tropicale négligée (NTD) et fait donc partie d'un groupe de 17 maladies ainsi
caractérisées. L'agent étiologique de cette maladie est le parasite flagellé du genre
Leishmania, qui compte plus de 20 espéces infectieuses chez 'homme et qui est
transmis par la piglre du moustique phlébotome. Cette maladie peut se présenter de
trois manieres différentes : la leishmaniose cutanée (CL), la leishmaniose cutanéo-
cutanée ou cutanée (LMC ou LT) et la leishmaniose vicérale ou calazar (LV) (WHO,
2018f).

Selon 'OMS, 97 pays et territoires dans le monde sont considérés comme
endémiques a cette maladie. En 2018, 50 pays étaient considérés comme endémiques
au LV et 52 pays au LC. Chaque année, le nombre de nouveaux cas varie de 0,7 a 1
million et la mortalité de 20 a 30.000 déces par an (WHO, 2018f). Les conditions
socioéconomiques, la malnutrition, la mobilité de la population, les changements
environnementaux et climatiques sont de riches facteurs qui influent directement sur

la situation épidémiologique mondiale de la maladie.
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2.2.2- Leishmaniose cutanée (LC) e Leishmaniose muco-cutanée (LMC)

Considérée comme le type de maladie la plus répandue, la leishmaniose
cutanée peut étre causée par plusieurs especes de Leishmanies. Dans le nouveau
monde les espéces les plus souvent a I'origine cette maladie, étant endémiques dans
la région, sont Leishmania amazonensis, Leishmania mexicana, Leishmania chagasi,
Leishmania naiffi, Leishmania braziliensis et Leishmania guyanensis. En ce qui
concerne les especes causatives de LC dans le vieux monde, les plus courantes sont
Leishmania major, Leishmania tropica et Leishmania infantum (DE VRIES ; REEDIJK
; SCHALLIG, 2015). Cette maladie est anthroponotique ou zoonotique, c’est-a-dire
gu’elle ne touche pas seulement les humains, mais aussi d’autres animaux ; Les
animaux domestiques sont ceux qui, lorsqu'ils sont infectés, risquent le plus de
propager la maladie (BURZA ; CROFT ; BOELAERT, 2018).

La LC est une maladie transmise principalement par la piqlre du moustique
phlébotome, au début la Iésion. La LC peut varier en fonction de I'espéce parasite, des
facteurs génétiques de I'héte et de I'étendue de la réponse immunitaire. Initialement,
la |ésion se présente comme une papule indolore qui évolue vers une lésion ulcéreuse.
lls peuvent se répandre dans tout le corps et leur gravité varie également (PACE,
2014). Pour guérir, cela prend des mois, voire des années de traitement et peut laisser
des cicatrices et des modifications de la pigmentation de la peau (HANDLER et al.,
2015).

La LMC est principalement causée par Leishmania braziliensis, mais aussi par
Leishmania panamensis, Leishmania guyanensis et Leishmania amazonensis, entre
autres. Dans ce type de leishmaniose, les régions les plus touchées sont le nez, la
bouche et la gorge. Les symptdomes sont initialement non spécifiques, tels qu'une
réponse inflammatoire locale, posant des difficultés pour un pronostic précoce, mais a
mesure gue la maladie progresse, l'ulcére se forme lentement. Selon I'OMS, 90% des
cas de LMC sont présents en Bolivie, au Brésil, en Ethiopie et au Pérou (CROVETTO-
MARTINEZ et al., 2015 ; GOTO ; LAULETTA LINDOSO, 2012 ; WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2019a).
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2.2.3- Leishmaniose Viscérale (LV) ou Kalazar

La leishmaniose viscérale (LV) ou kalazar est le type de leishmaniose le plus
grave et peut entrainer 95% de décés chez les patients non traités. Elle affecte des
organes internes tels que le foie, la rate et la moelle osseuse et peut se développer
des mois ou des années apres la piqlre d'un moustique (PREVENTION, 2018). Les
symptdémes les plus courants de cette maladie sont I'anémie, la cachexie progressive,
la fievre, 'népatomégalie (foie hypertrophié), la splénomégalie (rate hypertrophiée), la
diarrhée, entre autres, et affectent également le systeme immunitaire de I'hote définitif.
Les especes responsables de cette maladie sont Leishmania donovani et Leishmania
infantum (Leishmania chagasi en Amérique du Sud) (PACE, 2014 ; VAN GRIENSVEN
; DIRO, 2012).

2.2.4- Le parasite et son cycle de vie

Le parasite Leishmania spp appartient a la famille des Trypanosomatidae, de la
méme famille que Trypanossoma cruzi et a donc un cycle de vie similaire. Ce parasite
a seulement deux formes évolutives, promastigotes et amastigotes. La premiére est la
forme infectieuse (flagellée) et la seconde est la forme intracellulaire (non flagellée),
respectivement. Le cycle biologique de Leishmania spp, illustré a la figure 06,
comprend deux phases, I'un chez I'hnéte vertébré (humain ou animal) et l'autre chez
I'n6te intermédiaire. La transmission de la maladie se fait principalement par la piglre
du moustique phlébotome, qui injecte le parasite sous la forme de promastigote. Le
parasite est ensuite phagocyté par les cellules du systeme immunitaire humain et se
différencie au sein de la cellule en forme d'amastigote. Dans les cellules, les
amastigotes se multiplient et envahissent dautres cellules (BURZA ; CROFT,;
BOELAERT, 2018 ; KAPIL ; SINGH ; SILAKARI, 2018 ; VAN GRIENSVEN ; DIRO,
2012).
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Figure 06. Cycle de vie du parasite Leishmania spp. Adapté de: Central Disease Control (CDC).

2.2.5- Diagnostic et traitement

Le diagnostic de la leishmaniose peut étre posé par diagnostic clinique,
parasitologique et immunologique. Il est extrémement important d'observer le parasite
(amastigote) au microscope au moyen de l'analyse des aspirats de tissus. D'autres
tests peuvent également étre effectués pour diagnostiquer ce type de leishmaniose,
tels que des tests sérologiques, tels que le test ELISA (Enzyme Immunosorbent
Assay) et des tests moléculaires, tels que le test PCR (C-Reactive Protein)
(GEORGIADOU ; MAKARITSIS ; DALEKOS, 2015 ; VAN GRIENSVEN ; DIRO, 2012).

Actuellement, plusieurs médicaments sont utilisés pour traiter la leishmaniose.
Le type de médicament, la posologie et I'éventuelle association d’agents
antileishmanicides peuvent varier en fonction du type d’infection et de sa gravité. Les
principaux médicaments utilisés sont les complexes d'antimoine tels que Glucantime®,
I'amphotéricine B, la miltéfosine, la paramomycine, entre autres (figure 07) (JAIN ;
JAIN, 2013 ; MCGWIRE ; SATOSKAR, 2014).



281

: O OH
HO™ ™ “?”\.W
S HO 7
NH; HO\ﬁ\O
WNH Paromomycine

NH, Pentamidine NH,

I/\/O\/\/\/O S
Figure 07. Structures chimiques des substances utilisées dans le traitement de la leishmaniose.

Cependant, le traitement actuel de la leishmaniose présente certaines limites,
telles que la voie d'administration. Tous les médicaments utilisés sont a usage
parentéral, a l'exception de la miltéfosine, ce qui rend difficile I'observance du
traitement approprié. En outre, les effets toxiques, la longue durée du traitement, le
colt et l'apparition de parasites résistants rendent nécessaire |'émergence de
nouvelles substances (JAIN ; JAIN, 2013 ; NO, 2016). Une alternative a I'obtention de
médicaments moins toxiques, par exemple, est le ciblage de la synthese de nouveaux
médicaments sur des cibles parasitaires spécifiques telles que lI'enzyme ptéridine

réductase, entre autres.

2.3- ISOXAZOLINE

Les composés hétérocycliques sont ceux qui ont dans leur chaine cyclique au
moins deux atomes différents. Les isoxazolines sont des représentants de ces types
de composeés, car ils ont dans leur constitution 5 atomes de carbone, a savoir les
carbones, I'oxygéne et I'azote. Dans la littérature, il existe de nombreux rapports sur
des molécules biologiquement actifes contenant le noyau 2-isoxazoline. Plusieurs
activités peuvent étre citées comme anticancéreux (KHAZIR et al., 2013; SHI et al.,
2012), antibactérienne (KIRAN KUMAR; UMA RAVI SANKAR; KIM, 2014,
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MANDAWAD et 2014), antipaludiqgue (KALARIA; SATASIA; RAVAL, 2014),
antagoniste de I'acide glutamique (PINTO et al., 2011), immunopotentiants (ISMAIL et
al., 2015), insecticide (WANG et al., 2012), antirétroviral (ZHANG et al., 2012), anti-
inflammatoire (GHIDINI et al., 2015), antinociceptive (REIS et al., 2011),
anthelminthiqgue (MONDAL et al., 2012), antichagasique (DE MENEZES et al., 2016),
entre autres (DALLANOCE et al.,, 2012). La figure 08 illustre certaines molécules
biologiqguement actives qui possedent le noyau 2-isoxazoline.

B J

cl s cl H,C

Antichagasique
Menezes et al, 2016

Antibactérienne
Mandawad et al, 2014

N
O)\©\
al Antipaludique

Kalaria, Satasia & Raval, 2014
Antinociceptive
Reis et al, 2011

Figure 08. Des exemples de molécules biologiguement actives contenant le groupe 2-isoxazoline.

Le noyau 2-isoxazoline peut étre obtenu par différentes méthodes. L'une des
plus utilisées est la réaction de cicloaddition 1,3-dipolaire (BISWAS; KUMAR; DAS
SARMA, 2013; KONDACS et al., 2015), également appelée cicloaddition [3 + 2]. Ce
modele de synthése consiste en la formation d'un hétérocycle, appelé cycloaduct, par

la réaction entre un dipéle et un dipolarophile (schéma 01).
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Schéma 01. Exemple de réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire (DE ALMEIDA et al., 2009).

Le mécanisme de réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire peut étre expliqué par
la théorie des Orbitales Moléculaires Frontiére (FOM). L'explication est basée sur
linteraction de THOMO (Orbitale Moléculaire Occupée a Haute Energie) et de LUMO
(Orbitale Moléculaire Non-occupée a Plus Basse Energie) des dipdles et des
dipolarophiles. Le facteur déterminant est la dépense d'énergie la plus faible pour la
formation d'un sous-produit. Cette théorie justifie également la régiospécificité et la
stéréospécificité de la cycloaddition 1,3-dipolaire (ESS; HOUK, 2008; HOUK, 1975;
KAMIMURA; HORI, 1994; ZHAO et al., 2004).

Les cétones et les aldéhydes a, B-insaturés peuvent donner lieu au noyau 2-
isoxazoline a partir de I'nydroxylamine. Suivant cette stratégie de synthese, Yang et
al, en 2014 (schéma 02), ont synthétisé des molécules de cétoximes a, B-insaturées
18, issues de leurs cétones respectives par voie radicalaire, en utilisant également le
radical tert-butoxyle (t-BuO). Le produit de cette réaction, la 2-isoxazoline, est sous
forme radicalaire 19 et constitue un substrat pour la formation du produit final 20
obtenu (YANG et al., 2014).

/OH N—O
N — /
| mall
rR® XcH, RS
R4 R5 ﬂ R4

Schéma 02. Synthése d'isoxazolines de phénanthridines fonctionnalisées synthétisées par Yang et al
en 2014.
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2.4- THIAZOLIDINE-2,4-DIONE

Le noyau thiazolidine-2,4-dione est hétéropentacyclique, de méme que les 2-
isoxazolines. lls ont beaucoup de pertinence dans la littérature et dans le domaine de
la chimie médicinale. Actuellement, plusieurs médicaments commercialisés ont dans
leur molécules le noyau thiazolidine-2,4-dione, également connu sous le nom de
glitazone. Les médicaments antidiabétiques Avandia®, fabriqués par le laboratoire
pharmaceutique GlaxoSmithKline, contenant la molécule Rosiglitasone 21 et Actos®,
fabriqués par le laboratoire Takeda, dont la molécule est la Pioglitasone 22
(MOHAMMED IQBAL et al., 2012; NASTASA et al., 2013) en sont quelques exemples
(figure 09).

1
O
Rosiglitasone 21 (Avandia®
PN 9 21 ( )
o

H
O
Il
N/ O S\\<
o

Pioglitasone 22 (Actos®)

Thiazolidina-2,4-diona

Figure 09.Thiazolidine-2,4-dione noyau et les molécules Rosiglitazone 21 et Pioglitazone 22.

Le noyau thiazolidine-2,4-dione est couramment synthétisé a partir de la
réaction aqueuse de la thiourée 24 avec I'acide monocloroacétique 25 au reflux.
Mishra, Sachan & Chawla, en 2015, ont synthétisé le noyau thiazolidine-2,4-dione en
suivant cette procédure (schéma 03). Plusieurs dérivés de celui-ci, tels que le dérivé
26, contenant le noyau de la coumarine, ont montré des résultats prometteurs en ce
qui concerne les activités antidiabétiques, anti-inflammatoires et antioxydantes
(MISHRA; SACHAN; CHAWLA, 2015).
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Schéma 03. Synthése de la thiazolidine-2,4-dione par Mishra, Sachan et Chawla en 2015.
2.5- IMIDAZOI1,2-a]PYRAZINE

Le noyau imidazo[1,2-a]pyrazine est un hétérobicycle aromatique important
formé par la jonction du cycle hétérocyclique azoté pyrazine avec un cycle imidazole
(Figure 12). Des nombreuses molécules sont rapportées dans la littérature montrant
des activités biologiques importantes, contenant ce noyau, comme antiprolifératif
(GARAMVOLGYI et al., 2016), antileishmania (MARCHAND et al., 2015), inhibiteur de
l'aurore kinase (BELANGER et al., 2010), antibactérien (SAYER et al., 2014), antivirale
(HUANG et al., 2015), inhibition de la polymérisation de la tubuline (AN et al., 2016),
antithrombotique (CHEN et al., 2017) (Figure 10).
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Figure 10. Structure basique de l'imidazo [1,2-a] pyrazine et des molécules décrites dans la littérature
contenant ce noyau a activité biologique prouvée.
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Le noyau imidazo [1,2-a]pyrazine est généralement obtenu par synthése a partir
de deux composants, qui peuvent étre la 2-aminopyrazine 30 ou ses dérivés avec des
composés a-halocarbonyle ou a, B-époxycarbonyle, ou par synthese. a partir de 3
composants, qui peuvent étre la 2-aminopyrazine 30 ou ses dérivés avec des
aldéhydes et l'isonitrile (GOEL; LUXAMI; PAUL, 2015).

Rao et ses collaborateurs (2018) ont synthétisé les nouvelles molécules 32
contenant de l'imidazo[1,2-a]pyrazine a partir de la réaction de condensation de la 2-
aminopyrazine 30 avec des bromoacétophénones substituées 31 (schéma 04) en
utilisant de I'eau comme solvant de la réaction, basée sur les principes de la chimie
verte, et du rayonnement micro-ondes. Il s'agissait d'une nouvelle procédure de
réaction d'hétéroanulation sans catalyseur mise au point par ce groupe de recherche.
Le mécanisme réactionnel (schéma 04) a également été proposé et la réaction se
produit éventuellement par une séquence de substitution nucléophile du brome suivie
d'une cyclisation intramoléculaire et de I'élimination ultérieure d'une molécule d'eau
(RAO et al., 2018).

N

cycllsatlon /\f
echange \gL \87

proton

Schéma 04. Schéma de synthése de l'imidazo[1,2-a]pyrazine et mécanisme proposé mis en ceuvre
par Roe et Claboradores (2018).

La synthese du noyau imidazo[1,2-a]pyrazine peut également étre réalisée a
partir de la condensation a trois composants (BLACKBURN et al., 1998). Ce type de

réaction est trés intéressant car en une étape, il est possible de former la molécule
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souhaitée. Mckeown et ses collaborateurs (2014) ont synthétisé comme dérivés les
dérivés de l'imidazo[1,2-a]pyrazine 35 en utilisant de la 2-aminopyrazine 30, des
benzaldéhydes substitués 33 et des nitriles substitués 34. La réaction (schéma 05) a
été réalisée sous rayonnement micro-ondes et du triflate de scandium (Sc(OTf)3) a été

utilisé comme catalyseur avec des rendements significatifs (MCKEOWN et al., 2014).

NH CHO Sc(OTf
N/\( 2 + 4 L (_>)3 N/YN
| R—NC o (150 °C, 30 b“ y X
N X 34 min) X
N

33 3:1 CH,Cl,/MeOH -

Rl

X= 0S0,C4F,, ou Br
R'=t-Bu

Schéma 05. Synthése de dérivés d'imidazo[1,2-a]pyrazine a partir d'une réaction a plusieurs
composants réalisée par Mckeown et ses collaborateurs (2014).

2.6- THIOSEMICARBAZONES ET THIAZOLIDINONES

Les thiosemicarbazones sont des composés hétérocycles trés importants car ils
possedent de nombreuses activités biologiques rapportées dans la littérature. Sa
synthése peut étre réalisée directement a partir de la réaction d’aldéhydes ou de
cétones avec des thiosemicarbazides, catalysée par un acide en milieu alcoolique et
sous chauffage. La synthese de ces composés peut former un mélange d'isomeres ou
la prévalence de l'un d'entre eux. La présence de substituants peut favoriser la
formation d'un isomeére ou d'un autre, comme décrire les études menées par Espindola
et ses collaborateurs en 2015.

Les thiazolidinones sont d'importants composés hétérocycliques qui peuvent étre
synthétisés de quelques maniéres, mais l'une des plus courantes consiste a cycliser
les thiosemicarbazones avec du chloroacétate d'éthyle dans un milieu alcoolique avec
aceétate de sodium anhydre. En 2006, Kucukglzel et ses collegues ont synthétisé les
4-thiazolidinones a partir de cette méthodologie de synthese (schéma 06). Les
molécules développées ont vu leur activité antivirale vérifiee. Dans cette étude, les
thiosemicarbazides précurseurs 40 ont démontré une activité antivirale plus importante

que leurs 4-thiazolidinones 41 (KUCUKGUZEL et al., 2006).
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Schéma 06. Synthése de 4-thiazolidinones a partir de thiosemicarbazones avec du chloroacétate
d'éthyle et de l'acétate de sodium anhydre dans de I'éthanol, par Kiigiikgiizel et ses collaborateurs
(20086).
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3- CHAPITRE 1 - SERIE AZA-BICYCLIQUE 2-ISOXAZOLINE
3.1- LES OBJECTIFS
3.1.1- Objectif général

Synthétiser et évaluer l'activité trypanocide de nouveaux dérivés hybrides de la

thiazolidine-2,4-dione-isoxazoline, ainsi que I'étude de la fixation de ces molécules.

3.1.2- Objectifs spécifiques

a- Synthese de la série de nouvelles thiazolidines isoxazolines 56a-g et 57a-u issues

de la réaction de charge cyclique 1,3-dipolaire des énamides endocycliques 45a-g.

b- Purification et détermination des propriétés physicochimiques des nouvelles
molécules obtenues 56a-g et 57a-u.

c- Elucidation structurelle de nouvelles molécules 56a-g et 57a-u par résonance

magnétique nucléaire (*H et 13C), spectroscopie infrarouge et spectrométrie de masse.

3.2- PARTIE 1 METHODOLOGIE

Le schéma 07 représente la voie de synthése de l'isoxazoline aldéhyde 52a-qg,
des intermédiaires de la synthése des nouvelles molécules hybrides de l'isoxazoline /

thiazolidine-2,4-dione 56a-g et 57a-u. Les énamides endocycliques 45a-g sont les

matériaux de départ pour la voie de synthése. lls ont été obtenus a partir du trimere
de 1-pyrroline 43, qui souffre une detrimerization par ultrason. Le trimere 43 est obtenu
par I'oxydation de la pyrrolidine 42 en milieu basique par le persulfate de sodium.
Ensuite, la cycloaddition 1,3-dipolaire entre les énamides endocycliques 45a-qg et le N-
oxyde nitrile (oxyde de carboéthoxyphormonitrilie - CEFNO) 47a conduit a des
cycloaducts de I'isoxazoline 48a-g qui, aura ensuite le groupe ester en C3 réduit par
NaBH4 formant des alcools isoxazolines azabicycliques 49a-g. Ceux-ci subissent une
|égere oxydation par réaction de Swern (MANCUSO; HUANG; SWERN, 1978)

produisant les isoxazoline aldéhydes azabicycliques correspondants 52a-g.
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Schéma 07. Synthese de les isoxazoline aldéhydes 52a-g. Réactifs et conditions : (a)
chlorooxyacétatéthylacétate d'éthyle, TEA (anhydre), THF (anhydre), 30 min, t.a.; b) NaBHs, MeOH
(anhydre), 1 heure a 0 ° C, puis 1 heure a la température ambiante ¢) DMSO (anhydre), chlorure
d'oxalyle, TEA (anhydre), 27 min, -70 ° C.

La derniére étape de la synthése des nouvelles molécules est la condensation
de la thiazolidine-2,4-dione 53 ainsi que la condensation des dérivés de thiazolidine
N-substitués 55a-c avec les isoxazoline aldéhydes azabicycliques 52a-g (schéma 08).
Cette réaction est appelée « condensation de Knoevenagel » et se produit en utilisant

I'acétate de sodium anhydre comme base, dans l'acide acétique glacial comme solvant
(NASTASAST et al., 2013).
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Schéma 08. Voie de synthése pour obtenir de nouveaux dérivés d'isoxazoline / thiazolidine-2,4-dione
56a-g et 57a-u. Réactifs et conditions : AcONa anhydre, AcOH glacial, 130 ° C, 2 heures.
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3.3- RESULTATS ET DISCUSSION
3.3.1- Synthése du trimere de 1-pyrroline 43
Na,S,04 (aq)

AgNO; (aq)
{ E NaOH (aq) Q
—_—
0°C
! \5

42

1N
N

|
H 42a

Le trimere 43 de la 1-pyrroline est formé par I'oxydation de la pyrrolidine 42 en
milieu basique avec du persulfate de sodium a 0 °C. Le nitrate d'argent est utilisé
comme catalyseur (Nomura et al, 1977). Dans notre groupe de recherche, I'importance
de l'agitation vigoureuse du milieu réactionnel a été verifiée. Elle est essentielle pour
un bon revenu.

La 1-pyrroline 42a est hautement réactive en raison de la double liaison polarisée
et la paire d'électrons libres a I'azote. Cela provoque également une instabilité élevée,
ce qui entraine la formation du trimere 43 (figure 11). Cette structure plus stable est
formée a la température ambiante, mais en fournissant de I'énergie thermique au

compose, est possible a nouveau obtenir de la 1-pyrroline 42a.

42a

ﬁ) .

.
20

Figure 11. Trimérisation de la 1-pyrroline 42a : Formation du trimére 43 a la température ambiante.

Notre groupe de recherche, ainsi que Nomura et al. (1977) et Kraus &
Neuenschwander (1981) la vérification de | instabilité du trimére de la 1-pyrroline 43.
Le trimére est sensible a I'élévation de température en présence d'acides. Ces
perturbations conduisent a la décomposition. En conséquence, le produit ne doit pas
étre gardé en stock pour longues périodes (KRAUS; NEUENSCHWANDER, 1981,
YUJIRO et al., 1977).
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3.3.2- Synthese des enamides endocycliques 45a-g
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(R,= 4-Cl) 45e (R,= 4-CH,)
(R,= 4-F) 45t (R;=4-NO,)
45¢ (R,=4-OMe) 454 (R,=3-NO,)
(

La synthése des énamides N-benzoyle substitués 45a-g a lieu en deux étapes.
Initialement, une solution du trimeére de 1-pyrroline 43 brut et de TEA a été traitée par
I'ultrason et chauffée pendant 30 minutes. A ce stade, le monomére de 1-pyrroline 42a
est formé. La présence de la base, la TEA, est importante pour éviter une possible
dégradation du monomere. Il a été constaté que 'augmentation de la durée de cette
étape n’entrainait pas de changement de rendement. La destrimerimisation du trimére
43 réalise probablement un équilibre chimique avec le monomere 42a.

La deuxieme étape est l'ajout lent du chlorure de benzoyle p-substitué 44,
toujours sous traitement aux ultrasons et chauffage. La fin de la réaction a été vérifiée
par CCM en observant I'absence de la tache en se référant au chlorure de benzoyle
p-substitué 44 dans l'ultraviolet (UV).

La viscosité élevée du produit brut a posé des problemes de purification. Cette
caractéristique est causée par la présence de chlorure de triéthylammonium, un sous-
produit. Le sel n'est pas complétement insoluble dans le THF. Les tentatives
d'élimination compléte de ce sous-produit ont été infructueuses car elles ont entrainé
la dégradation de I'énamide 45. Premiérement, I'extraction aqueuse a été testée, mais
le caractere amphotére de I'eau a provoqué une dégradation rapide du produit principal
par son action acide. La seconde alternative était I'induction de la précipitation de sel
en utilisant de I'acétate d’éthyle. La dégradation de I'énamide 45 a également été
observée, toutefois, plus lentement que l'extraction aqueuse. De l'acétate d'éthyle
préalablement distillé a été utilisé pour éliminer les traces d'acide acétique et d'autres
contaminants, mais une dégradation de I'enamide s'est produite.

Les énamides 45a-q précédemment substitués par un groupe N-aryle ont

egalement été synthétisés dans notre groupe de recherche (Dos Santos, 2003)
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également en deux étapes, la premiere consistant a co-distiller le monomere 1-
pyrroline 42a dans le THF. Le chauffage conduit a une détrimerization et le monomere
est co-distillé avec du THF et recueilli & -78 °C. A cette température, il n'y avait pas
assez d'énergie pour dégrader le monomere 42a, il est resté stable. La deuxieme
étape a été réalisée en ajoutant le chlorure de benzoyle p-substitué 44 a la solution de
monomere de 1-pyrroline 42a et la TEA au reflux.

Les rendements obtenus par les deux méthodes de synthese sont décrits dans
le tableau 01. Aucun changement significatif a été observé, mais I'utilisation du trimere
brut 43 et de la détrimerization induite par ultrasons est une avancée majeure. Cette
méthodologie est inconnue dans la littérature. L’optimisation de cette nouvelle forme
de synthése d’énamides 45a-q est peut-étre en mode de purification. La révélation des
réactions brutes par la chambre UV du CCM montre la formation d’'un seul produit,
'enamide N-aryle substitué 45a-qg.

Tableau 01. Rendements obtenus a partir de la synthése de I'énamide N-aryle substitué 45 par
ultrasons et co-distillation du trimére (Dos Santos, 2003).

Enamides Rendiment Rendiment
N-aryle substitué 45a-g (ultrason) | (Dos Santos, 2003)
45a: p-Cl 21 -
45b: p-F 24 20
45c: p-OMe 24 28
45d: p-terc-butil 27 50
45e: p-toluil 12 -
45f: p-NO2 16 24
45g9: m-NO2 9 16

Une synthése par voie de synthése alternative des énamides 45a-g peut étre
réalisée. Dans notre groupe de recherche, en plus des énamides, des énécarbamates
ont été synthétisés a partir du trimere de 1-pyrroline 43, le rendement obtenu était
compris entre 55 et 65%. Cependant, I'utilisation de cette voie augmente le nombre
d'étapes pour obtenir I'ester de lisoxazoline N-acylé 48a-q, comme le montre le

schéma 09.
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Schéma 09. Voies alternatifs pour la synthése d'esters d'isoxazoline. Route rouge : La synthése de
I'énécarbamate comporte 3 étapes. Route bleue : La synthése a partir des énamides comporte une
étape.

Pour le choix de la procédure de synthese de I'enamide 45a-qg, soit en codistilant
le trimére de 1-pyrroline 43, soit en détruisant le trimére brut par ultrasons, les deux
procédés ont été testés, mais les rendements obtenus lors de la synthése par co-
distillation des deux énécarbamates en tant qu'énamides, était inférieur a ceux
rapportés par Dos Santos et Almeida et al. Le probléme est probablement que la co-
distillation du monomeére 42a de 1-pyrroline n'est pas efficace. Par conséquent, la
synthése des N-arylénamides substitués 45 a été choisie comme le meilleur moyen
d’obtenir les cycloaducts d’isoxazoline 48a-q plus rapidement, malgré les faibles

rendements.
3.3.3- Synthese du chlorooximidoacétate d'éthyle 47: précurseur du CEFNO 47a

(0]
o HCI |
R Ql\ —_— Cl
Cl H3N OEt NaNO, EtO |

N
46 4L “oH

Le chlorooximidoacétate d'éthyle 47 a été formé par I'oxydation du chlorhydrate

de glycine estérifié 46 et du nitrite de sodium a été utilisé en tant qu'agent oxydant.
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Ceci est une oxydation acide. La stabilité de 47 offre la possibilité d’'une production a
plusieurs grammes pour le stockage. Sa purification est effectuée par recristallisation
dans I'hexane. Le rendement obtenu dans cette réaction était de 39%.

Dans la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire avec les énamides
endocycliques 45, I'oxyde de carboéthoxyphormonitrile 47a, CEFNO, est formé in situ

a partir de chlorooxypoacétate d'éthyle 47.

3.3.4- Synthése racémique de I'ester d'isoxazoline 48a-q

COOEt

N -
TEA, THF
o% A
| —r
45a-q =

La formation du noyau isoxazoline aza-bicyclique présent dans le cycloaduct
48a-q se produit a ce stade de la synthése. Il est formé par la réaction de cycloaddition
1,3-dipolaire entre les énamides endocycligues 45a-g et loxyde de
carboétoxyphormonitrile (CEFNO) 47a, formé in situ par la réaction de son précurseur,
le chlorooximidoacétate d'éthyle 47 et la base de triéthylamine.

Pour obtenir l'ester d'isoxazoline 48a-g, une solution du précurseur de
chlorooximidoacétate d'éthyle 47 a été ajoutée lentement sous une solution des
énamides endocycliques 45 et TEA a la température ambiante. L'addition lente du
précurseur dipolaire est de la plus haute importance pour réduire la formation de
diméres de CEFNO 47b (Figure 12). En surveillant la réaction de cycloaddition par
CCM, il est possible de vérifier la formation de dimere, ceci conduit a compromettre le
rendement de la réaction. Pour cette raison, les précurseurs 47 et TEA sont en exces

dans le milieu réactionnel.



297

Figure 12. Dimérisation du CEFNO.

La synthése des cycloaduits d'isoxazoline 48a-g s'est déroulée comme prévu
dans les travaux précédents (DE ALMEIDA et al., 2009) et les rendements sont

présentés dans le tableau 02.

Tableau 2. Rendements obtenus a partir de réactions de cycloaddition 1,3-dipolaire.

Cicloaduit d'isoxazoline 48a-g Rendements (%)
48a: p-Cl 66
48b: p-F 38
48c: p-OMe 66
48d: p-terc-butil 58
48e: p-toluil 55
48f: p-NO2 44
48g: m-NO2 79

Dos Santos, en 2003, a proposé un mécanisme de synthése possible du noyau
aza-bicyclique 2-isoxazoline (Figure 13). La réaction de cycloaddition est contrblée par
les orbitales frontieres moléculaires. Dans ce cas, en raison de la linéarité du nitrile N-
oxyde CEFNO (alényl dipole), provoquée par I'hybridation sp de carbone et d'azote, et
de la polarité de la double liaison du dipolarophile, il se forme un intermédiaire, le N-
acyl-imminion, avec formation ultérieure de la deuxieme liaison et cyclisation. Cette
seconde liaison est possible en raison du changement d'hybridation de I'atome d'azote
de sp en sp2. Un angle est formé et ensuite la seconde approximation frontale des
orbitales se produit, formant la seconde liaison sigma. Le mécanisme de réaction qui
ne se produit pas dans une seule phase et qui passe par un intermédiaire est dit non
concerté (SANTOS, 2003).
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Figure 13. Mécanisme de cycloaddition 1,3-dipolaire proposé entre énamides ou énécarbamates

endocycliques et nitrile N-oxyde CEFNO.
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3.3.5- Synthese des alcools d'isoxazoline 49a-g

COOEt

N

MeOH P
oy X o} X

1 1
L R —R
=
48 = 49

Les esters d'isoxazoline 48a-g ont été réduits en utilisant NaBH4 comme agent
réducteur. L'objectif principal de cette réaction est d'obtenir davantage l'isoxazoline
aldéhyde 52a-q. Cependant, la réduction du fragment ester C3 directement sur la
fonction aldéhyde ne s'est pas produite. Dans des travaux antérieurs du groupe de
recherche, Reis et al (2011) ont découvert expérimentalement que la tentative de
réduire la fonction ester C3 a la fonction aldéhyde en utilisant du DIBAL-H ou
superhydride [(EtsAlH)Li], des réducteurs faibles, n'avait d'effet. L'utilisation d'un
réducteur plus fort ne serait pas idéale, comme LiAlH4, car cela réduirait également la
fonction amide (a l'origine des énamides).

Au cours de la réduction de l'ester éthylique 48a-g, la formation de l'ester
méthylique a pu étre vérifiée. En raison de la transestérification et de la qualité du
borohydrure, également influencée par la durée de stockage, il est nécessaire d'ajouter
un exces d'agent réducteur. Les alcools d'isoxazoline 49a-g sont formés avec de bons

rendements, comme indigqué dans le tableau 03.

Tableau 03. Rendements des réactions de réduction des esters d’'isoxazoline 48a-g en leurs alcools
49a-g.

Alcools d'isoxazoline 49a-g Rendements (%)
49a: p-Cl 65
49b: p-F 96
49c: p-OMe 87
49d: p-terc-butil 86
49e: p-toluil 72
49f: p-NO2 73
499: m-NO2 62
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3.3.6- Synthese d'isoxazoline aldéhydes 52a-g

OH H o]
Z
XN DMSO, chlorure d'oxalyle, NN
/ CH,CI, /
O = O
N TEA, -78 °C N
1 1
—1R —R
/
49a-g 52a-g

L'oxydation de Swern d'alcools d'isoxazoline 49a-g s'est produite par I'action du
DMSO, qui a été activé par le chlorure d'oxalyle, formant ainsi I'anion chloro-
diméthylsulfonique. Aprés lattague nucléophile de lalcool 49a-g sur Ianion
diméthylsulfonique chloré, il se forme un ion alcoxysulfonique qui, finalement, se forme
par I'action de la base de triéthylamine, l'isoxazoline aldéhyde 52a-g, avec formation
de sous-produits de chlorure de triethylammonium et de sulfure de diméthyle, qui
posséede forte odeur caractéristique (MANCUSO; HUANG; SWERN, 1978).

Lors de I'exécution des réactions d'oxydation de Swern, certaines difficultés ont
été rencontrées, telles que le faible rendement et la dégradation des aldéhydes
obtenus a partir de ces réactions. Cette méthodologie favorise I'obtention d'aldéhydes
avec des rendements satisfaisants (REIS et al.,, 2011); Ainsi, le réactif chlorure
d'oxalyle a été distillé sous une atmosphére inerte d'argon. Dans la synthese de
l'isoxazoline aldéhyde 50d, la solution de DMSO n'a pas été ajoutée a la fois, ce qui a
compromis le rendement, comme indiqué dans le tableau des rendements ci-dessous
(tableau 04).

Tableau 04. Rendements obtenus lors de la synthése des aldéhydes d’isoxazoline 50a-g.

Aldéhydes d'isoxazoline 50a-g | Rendements (%)
50a: p-Cl 95
50b: p-F 96
50c: p-OMe 86
50d: p-terc-butil 45
50e: p-toluil 70
50f: p-NO2 54
50g9: m-NO2 70
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3.3.7- Synthese de la thiazolidine-2,4-dione 53

La thiazolidine-2,4-dione a été synthétisée selon le processus utilisé par Mishra,
Sachan et Chawla (2015). Un mélange aqueux contenant de la thiourée 24 et de
I'acide monocloroacétique 25 a été chauffé au reflux pendant 25 heures. Sa faible
solubilité dans I'eau permet une purification par recristallisation dans ce solvant. Les
cristaux blancs obtenus ont été soumis a une analyse du point de fusion (PF) pour
confirmer la synthése. Parce que ses caractéristiques sont assez élucidées dans la
littérature, le PF était la seule méthode utilisée pour vérifier son obtention. Le composé,
la thiazolidine-2,4-dione 53, peut également étre trouvé dans le commerce, mais afin
de réduire les colts et d’avoir une méthodologie de synthése facile, nous avons décidé

de le synthétiser en laboratoire.

3.3.8- Synthése de dérivés de thiazolidine-2,4dione N-acylés 55a-c.

2 0
S/w%o Br R S / ||
/>_N\ + NTDOH \_N
0 H | /I
53 o} 54 0 55a-c 2

La thiazolidine-2,4-dione 53 a été N-alkylée avec de la 2-bromo ou de la 2-chloro
acétophénone 54a-c. Cette réaction a eu lieu dans un milieu basique en utilisant NaOH
comme base au reflux. La formation du produit a été confirmée par sa caractérisation
spectromeétrique, comme le montre la figure 14. La présence des atomes d’hydrogene
du cycle aromatique surlignés en rouge et en bleu. Les molécules 55a-c ont chacune
8 atomes d’hydrogene, mais dans le spectre nous pouvons voir les 4 signaux en raison

de la présence d’hydrogénes homotopes et énantiotopiques.
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Figure 14. Spectre RMN *H de la thiazolidine-2,4-dione N-acylée 55a.

3.3.9- Condensation de l'isoxazoline aldéhyde 52a-g avec les thiazolidines-2,4-
dione 53 et 55a-c

@) /Rz
i F° \E N>\
s
/N S =0 56a-g ou 57a-u
N o + />—N\ , e \/N
52 o] R 0
O% X ) 53 ou 55a-c N
/_R O/ \_Rl
=

R'= 4- Cl, 4-F, 4-OMe, 4-terc-hutil, 4-CH,, 4-NO,, 3-NO,
O\ O\ O\
R’=H, , ,
Cl NO, F

La synthése des composeés finaux 56a-g et 57a-u proposés dans ce travail a

été réalisée selon la méthodologie utilisée par Nastasa et al en 2013. Cette réaction
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consiste en une réaction de condensation aldol, plus connue sous le nom de réaction
de Knoevenagel. L'isoxazoline aldéhyde 52a-g a été condensé avec les thiazolidine-
2,4-dione 53 et 55a-qg et de l'acétate de sodium anhydre en tant que base et de l'acide
aceétique glacial en tant que solvant.

Initialement, un autre catalyseur a été testé. Nous avons utilisé la pipéridine et
I'acétate de pipéridinium comme réactif et catalyseur, respectivement, et nous avons
apporté des modifications avec les solvants, le THF et I'éthanol. Ces solvants ont été
utilisés dans des réactions distinctes et les deux ont été préalablement séchés et
distillés. Cette méthodologie a généré une plus grande quantité de sous-produits,
méme en 15 minutes, entrainant une purification plus difficile et plus colteuse. En
modifiant le réactif et le solvant en utilisant de I'acétate de sodium anhydre et de I'acide
acétique glacial, nous avons obtenu une synthese plus propre mais légerement plus
longue. Le temps de réaction moyen était de deux heures.

Dans la méthodologie utilisée dans ce travalil, I'acétate de sodium anhydre a été
utilisé en exces. Dans la condensation de Knoevenagel, une molécule d’eau est
eliminée. Ce sel sert également de dessiccant, ce qui entraine le transfert de I'équilibre
en formation de produit. Le schéma 10 montre le mécanisme d'obtention des nouvelles

molécules 56a-g et 57a-u, ou il est possible de vérifier la sortie de la molécule d'eau

et la formation de carbone, phénomenes présents dans ce type de réaction.
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Schéma 10. Mécanisme possible de synthése des nouveaux dérivés des isoxazolines-thiazolidine-
2,4-dione 56a-g et 57a-u (condensation de Knoevenagel).

La purification des nouveaux produits a été realisée par des lavages au solvant

augmentant progressivement la polarité, si nécessaire. Les solvants utilisés étaient
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principalement ['éthanol et le méthanol, et parfois aussi l'acétate d'éthyle. La
purification a également été effectuée par chromatographie sur colonne « Flash »,
sans succes toutefois. Dans les deux lavages avec les solvants ci-dessus, dans
certains cas ainsi qu'en chromatographie, la présence d'une impureté de couleur qui
n'a pas pu étre révélée persistait, en utilisant les révélateurs les plus courants en
chromatographie en couche mince (ultraviolets, I2 et acide phosphomolibidique). Par
conséquent, nous avons envisage la filtration sur charbon actif, mais il a été remarqué
que ce réactif adsorbait également une partie du produit. Il était nécessaire de répéter
les lavages dans certaines purifications. Tous les surnageants réserveés ont éliminé le
solvant et le solide résultant a été soumis au méme processus de purification. Cela a
été fait pour obtenir le rendement le plus élevé possible. Le tableau 05 montre toutes
les valeurs de rendement des molécules finales 56a-g et 57a-u.

Tableau 05. Rendement obtenu dans la synthése des nouvelles molécules hybrides d'isoxazoline /
thiazolidine-2,4-dione condensées avec de la thiazolidine-2,4-dione 53 et du dérivé de thiazolidine-
2,4-dione 55a-c.

Produits Rend. | Produits Rend.

finaux R Re (%) finaux R Re (%)

56a p-Cl H 24 57h p- -CH2COCsHsNO2 54
OMe

56b p-F H 36 57i p- -CH2COCsH4F 55
OMe

56¢ p- H 41 57 p-terc- | -CH2COCesH4ClI 48
OMe butyl

56d p-terc- H 68 57k p-terc- | -CH2COCsH4NO2 81
butyl butyl

56e p-CHs H 41 571 p-terc- -CH2COCsH4F 63
butyl

56f p-NO2 H 27 57m p-CHs | -CH2COCesH4CI 53

569 m-NO2 H 37 57n p-CHs | -CH2COCsH4NO2 78

57a p-Cl -CH2COCsH4CI 55 570 p-CHs -CH2COCsH4F 67

57b p-Cl | -CH2COCgH4NO2 69 57p p-NO2 | -CH2COCsH4CI 38

57c p-Cl -CH2COCsH4F 36 57q p-NO2 | -CH2C0OCsH4NO2 30

57d p-F -CH2COCsH4CI 61 57r p-NO2 -CH2COCsH4F 50

57e p-F -CH2COCsH4NO2 63 57s m-NO2 | -CH2COCeH4CI 61

57f p-F -CH2COCsH4F 24 57t M-NO2z | -CH2COCsH4NO2 75

579 p- -CH2COCsH4CI 52 57u m-NO2 | -CH2COCeH4F 44

OMe

Toutes les nouvelles molécules hybrides d'isoxazoline / thiazolidine-2,4-dione

56a-q et 57a-u ont été caractérisées par RMN H et 3C, par infrarouge-ATR et par

spectres de masse, ainsi que leurs caracteéristiques physico-chimiques déterminées.
La figure 15 montre le spectre RMN de I'hydrogene de la nouvelle molécule hybride
d'isoxazoline / thiazolidine-2,4-dione 56d. Nous pouvons voir des signaux qui
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confirment la formation de cette molécule, comme le singulet a 12,66 ppm, s’intégrant
a 1 hydrogene. Cet atome est directement lié a l'atome d'azote de la fraction
thiazolidine-2,4-dione, son nuage d'électrons est tres délocalis€, ce qui provoque son
apparition dans le champ bas. Un autre atome d'hydrogene caractéristique de la
formation de cette nouvelle molécule est I'hydrogene de vinyle, qui apparait sous forme
de singulet & 7,30 ppm et qui s'integre également dans 1 hydrogene.

La figure 15 montre également les signaux d'autres atomes d'hydrogéne
présents dans la molécule, tels que ceux du cycle aromatique a 7,51 ppm. Les signaux
des rotameres hydrogénes 6a de la jonction 2-isoxazoline azabicyclique apparaissent
a 6,23 et 6,72 ppm, ce qui confirme la présence d’isoxazolines aza-bicycliques. Le
signal pour les hydrogenes des 3 méthyles présents dans le groupe tert-butyle peut
étre visualisé a 1,30 ppm. Ce signal est présenté comme un singulet qui a une zone

intégrale pour 9 hydrogénes.
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Figure 15. RMN *H d'une nouvelle molécule hybride d'isoxazoline / thiazolidine-2,4-dione 56d.

La nouvelle molécule hybride d'isoxazoline / thiazolidine-2,4-dione 56d a
également été caractérisée par les spectres de RMN 3C. Deux analyses ont été
effectuées, ne modifiant que la température de I'expérience. Dans le spectre obtenu a
27 °C (Figure 16), il n'a pas été possible de visualiser tous les groupes carbonyle
présents dans la molécule, cependant, dans le spectre obtenu a 65 °C (Figure 17), il

est possible de voir deux signaux tres proches a 168,49 et 168,16 ppm. Dans le
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spectre obtenu a 27 °C, un seul signal pouvait étre visualisé a 168,49 ppm avec une

base large ; peut-étre il y avait une coincidence des signes. Dans le spectre RMN 13C

obtenu a 65 °C, nous n’avons observé qu’un signal coalescent a 94,47 ppm, ce qui

correspond a un CH d’une jonction du cycle isoxazoline. Dans le spectre obtenu a une

température plus basse, nous observons deux signaux pour le méme carbone. Ce sont

des signaux de rotameres du méme carbone, détectés a deux moments différents.

Ceci est dd a la faible vitesse de rotation du groupe carbamide. Lorsque la température

augmente, la vitesse de rotation de ce groupe augmente, ce qui ne provoque

I'apparition que d'un signal coalescent. Dans d'autres signaux de rotameres, leurs

coalescences peuvent également étre observées.
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Figure 16. Spectre RMN 12C de la molécule hybride d'isoxazoline / thiazolidine-2,4-dione 56d obtenue

a 27 °C.
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Figure 17. Spectre RMN 12C de la molécule hybride d'isoxazoline / thiazolidine-2,4-dione 56d obtenue
a 65 °C.

Les nouvelles molécules hybrides d'isoxazoline / thiazolidine-2,4-dione 56a-g
et 57a-u ont une isomérie géométrique. Cette isomérie est formée lors de la
condensation de Knoevenagel et il existe plusieurs rapports dans la littérature
(AVUPATI et al., 2012; REGO et al., 2014) selon lesquels il ne se forme que l'isomére
Z. La synthese des hybrides était accompagnée de CCM et de la méme chose a été
trouvé, la formation d'un seul isomére. Par conséquent, des études de spectroscopie
RMN bidimensionnelle ont été effectuées pour prouver ce qui est rapporté dans la
littérature pour notre systeme.

Le spectre RMN de corrélation bidimensionnelle HMBC de la molécule hybride
isoxazolines / thiazolidine-2,4-dione 56d (Figure 18) montre la corrélation de
I'hydrogéne vinylique a 7,30 ppm et des atomes de carbone a 52,62 ppm, 155,99 ppm
et 166,92 ppm. Ce dernier correspond a un carbone carbonyle. Cette corrélation
apparait dans le spectre de couplage maximal J3, de sorte que ce carbonyle appartient
au noyau thiazolidine-2,4-dione. Compte tenu de ces résultats, un spectre de RMN 13C
couplé a I'nydrogene a été réalisé (Figure 19). Dans ce spectre, un doublet apparait a
166,85 ppm (déplacement du carbone du noyau thiazolidine-2,4-dione). La constante
de couplage J3 trouvée était de 6,75Hz. Cette valeur correspond a un couplage
d'atomes dans lisomérie géométrique de type Z. Par conséquent, la formation de
l'isomere comme décrit par la littérature pour des systémes analogues, a été

confirmée.
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Figure 18. Spectre RMN de corrélation HMBC de la molécule hybride d'isoxazoline / thiazolidine-2,4-
dione 56d obtenue a 65 °C.
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Figure 19. Spectre RMN %3C couplé a 'H de la molécule hybride d'isoxazoline / thiazolidine-2,4-dione
56d obtenue a 27 °C.
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4- CHAPITRE 2 - SERIE 5,6,7,8-TETRAHYDROIMIDAZO[1,2-A]PYRAZINE
4.1- LES OBJECTIFS
4.1.1- Usage général

Synthétiser et évaluer l'activité trypanocide de nouveaux dérivés hybrides 5,6,7,8-
tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiosemicarbazones, 5,6,7,8-
tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidinone et 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[l,2-

a]pyrazine / thiazolidine-2,4-diones ainsi que I'étude de docking de ces molécules.

4.1.2- Objectifs spécifiques

a. Synthése de la série de nouveaux deérivés hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-
alpyrazine / thiosemicarbazones 75a-x, 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[l,2-a]pyrazine /
thiazolidinone 77a,b et 5 6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidine-2,4-
diones 78a-r.

b. Purification et détermination des propriétés physicochimiques des nouvelles

molécules obtenues.

c. Elucidation structurelle de nouvelles molécules par Résonance Magnétique

Nucléaire (*H et 13C), spectroscopie de masse et infrarouge.
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4.2- METHODOLOGIE

Le schéma 11 représente la voie générique de synthése des nouvelles
molécules hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiosemicarbazone
75a-x, 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidinone 77a,b et 5,6,7,8-
tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidine-2,4-dione 78a-r. Le produit de départ
est la 2-aminopyrazine 58 qui réagit avec le ethyl bromopyruvate 59 ou le 2-chloro-3-
éthoxy-3-oxoprop-1-in-1-olate de potassium 63 pour former le noyau imidazo[l,2-
a]pyrazine avec le groupe ester en position 2 et 3 64a,b, respectivement. Ensuite, le
noyau pyrazine a été réduit en utilisant le formiate d'ammonium et le Pd® / C et le
produit de cette réaction 65a,b a subi une réaction de protection de I'atome d'azote
par le groupe Boc. Ensuite, les molécules 67a,b ont été réduites en groupe ester en
utilisant NaBH4 comme agent réducteur. Les alcools 68a,b obtenus ont subi une
réaction d'oxydation douce avec MnOz, obtenant ainsi les aldéhydes 69a,b ayant subi
une réaction d'hydrolyse pour éliminer le groupe Boc, puis une N-benzoylation a été
réalisée pour obtenir les aldéhydes respectifs 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[l,2-
alpyrazines 7la-f. Ces aldéhydes ont été condensés avec des dérivés de
thiosemicarbazide, donnant les molécules hybrides respectives 5,6,7,8-
tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiosemicarbazone 75a-x. Pour la synthése des
dérivés hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidinone 77a,b, les
thiosemicarbazones 75a-x ont subi une réaction de cyclisation avec le bromoacétate
d'éthyle 76. Enfin, les derniers dérivés synthétisés les 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-
alpyrazine / thiazolidine-2,4-dione 78a-r ont été obtenues par condensation de
Knoevenagel entre les aldéhydes 71a-f et la thiazolidine-2,4-dione 53 et dérivés 55a-

C.
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Schéma 11. Voie générique d'obtention de 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine /
thiosemicarbazone 75a-x, 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidinone 77a,b et de 5
dérivés hybrides 6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidine-2,4-dione 78a-r
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4.3- RESULTATS ET DISCUSSION

La voie de synthése de ce traval a comme noyau le 5,6,7,8-
tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine modulé en positions 2 et 3. Les produits de départ
'imidazo[1,2-a]pyrazine-2-carboxylate 64a et [I'éthyl imidazo[l,2-a]pyrazine-3-
carboxylate 64b ont été synthétisés a partir de 2-aminopyrazine 58 et ont suivi les
mémes étapes dans la voie de synthése pour obtenir les molécules finales 75, 77 et
78.

4.3.1- Obtention du noyau imidazo[1,2-a]pyrazine modulé en ester aux positions
C2 et C3.

4.3.1.1- Obtention de I'imidazo[1,2-a]pyrazine-2-carboxylate d’éthyle 64a

(o]
NH, N [o)
'\©/ + Br/\”/”\O/\CH3 e '\@f\/)—/\/o
O 59 64a “\
58 CH,

Le noyau imidazo[1,2-a]pyrazine peut étre synthétisé de différentes maniéres,
mais la procédure utilisée dans la synthése du composé modulé en ester en position
3 (obtenant la molécule 64a) était issue de la réaction entre la 2-aminopyrazine 58 et
bromopyruvate d'éthyle 59. Selon des études, ce dernier présente une bonne réactivité
avec les composés a-halogénocarbonyle utilisés pour la synthése de ce type de
réaction (MCDONALD; PEESE, 2015).

Pour former le noyau imidazo[1,2-a]pyrazine, a partir des réactifs mentionnés
ci-dessus, une imine intermédiaire est formée, suivie de la cyclisation et de I'élimination
d'une molécule d'eau. Le mécanisme de réaction possible est décrit dans le schéma
12. La réaction se déroule initialement par une réaction de substitution nucléophile
suivie d'une cyclisation intramoléculaire. Initialement, une alkylation avec élimination
de HBr se produit et le produit intermédiaire a formé est protoné dans un milieu
éthanolique, puis le processus de cyclisation intramoléculaire par échange

d’hydrogéne et I'élimination d'une molécule d'eau (RAO et al., 2018).
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Schéma 12. Mécanisme réactionnel de la formation de l'imidazo[1,2-a]pyrazine-2-carboxylate d'éthyle
64a a partir d'éthyl 2-aminopyrazine 58 et d'éthyl bromopyruvate 59.

4.3.1.2- Obtention de I'imidazo[1,2-a]pyrazine-3-carboxylate d’éthyle 64b

L'objectif initial de la modélisation de la série en C3 était d'obtenir la
fonctionnalité aldéhyde directe. Certaines procédures ont été suivies a cette fin. La
premiére tentative a eu lieu par la réaction de formylation de Vilsmeier-Haak a partir
d'imidazo[1,2-a]pyrazine et de DMF (Schéma 13), car la position C3 par résonance de
la molécule est une région trés riche en électrons. et idéal pour les remplacements.
Cependant, la formation attendue du produit n'a pas été observée par analyse UPLC-
MS.

0]

N/YN \>—H N/YN
k/ \/> + H;C—N + POCl, —X—> K/ /
. N \ N

CHj
imidazo[1,2-a]pyrazine y (¢}

imidazo[1,2-a]pyrazine formylé

Schéma 13. Schéma de réaction de Vilsmeier-Haak de l'imidazo[1,2-a]pyrazine.



314

La deuxieme stratégie (schéma 14) utilisée pour arriver a I'imidazo[1,2-
a]pyrazine avec la fonction aldéhyde en C3 provenait de l'iodation de I'imidazo[1,2-
a]pyrazine suivie de la cyanuration pour obtenir la nitrile en position C3. Ce produit a
subi une réaction de réduction avec DIBAL-H donnant lieu a la fonction aldéhyde en
cette position. Cependant, nous avons conclu qu'il ne s'agissait pas d'une voie de

synthese favorable compte tenu des tres faibles rendements vérifies par UPLC-MS.
N/AKN N NF =N N/AFN
&NJ QN\% QN\% &N\/g
| C ,C=o
W H

Schéma 14. Schéma général d'obtention de l'imidazo[1,2-a]pyrazine avec l'aldéhyde en C3 a partir de
la réaction consistant a obtenir un nitrile dans la méme position et a le réduire avec DIBAL-H.

La synthese de la molécule 64b a été réalisée en faisant réagir du 2-chloro-3-
éthoxy-3-oxoprop-1-in-1-olate de potassium 63 avec de la 2-aminopyrazine 58
(schéma 15). Le sel de potassium a été préalablement synthétisé a partir d’'une
réaction entre le formiate d’éthyle 60, de tert-butoxyde de potassium 61 et de 2-
chloroacétate d’éthyle 62. La réaction est similaire au mécanisme proposé pour la
formation d’imidazo[1,2-a]pyrazine-2-carboxylate d'éthyle 64a présent dans le schéma
12 (SAXTY et al., 2015).

Cl N/AKN
NH

NlN 2 N ch\/o\”)\ — &N\ﬁ
v o oK -
(6]

/0

HaC
64b

N

58 63

Schéma 15. Schéma général d'obtention de I'imidazo[1,2-a]pyrazine-3-carboxylate d'éthyle 64b.

4.3.2- Réduction du noyau d'imidazole de I'imidazo[1,2-a]pyrazine-2-carboxylate
d'éthyle 64a et de I'imidazo[1,2-a]pyrazine-3-carboxylate d'éthyle 64b

N N
N/Y S HCO,NH, HNAF N
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Les molécules 64a et 64b ont subi une réduction de la double liaison du
fragment pyrazine catalysé par le palladium. Le formiate d'ammonium a été utilisé
comme agent catalytique de transfert d'hydrogéne. Dans ces conditions, de
I'nydrogene se forme in situ. Cette procédure est largement utilisée pour les réductions
de groupe nitro au groupe amine. Cependant, une certaine sélectivité dans la réduction
des composeés a été constatée, la réduction préférentielle des liaisons carbone-azote
étant comparée aux molécules possédant également des liaisons carbone-oxygene
(GAVARA et al., 2010; RAM; EHRENKAUFER, 1984).

Comme décrit dans la littérature, les rendements obtenus dans cette réaction
étaient tres significatifs, supérieurs a 93%, quelle que soit la position de modulation de
la molécule. Cependant, dans ce cas, l'idéal est I'utilisation rapide du produit réduit en
raison de l'instabilité de la molécule, probablement en raison de la présence d'azote

non protégé dans la partie pyrazine.

4.3.3- Obtention des aldéhydes en C2 et C3: Synthése de 2-formyl-5,6-
dihydroimidazo[1,2-a]pyrazine-7(8H)-carboxylate de tert-butyle 69a et de
3-formyl-5,6 de tert-butyle-dihydroimidazo[1,2-a]pyrazine-7(8H)-
carboxylate 69b

N BOC N
HN/Y > \N/Y B BOC__ N BOC._ N
N2 o D2 0 N — > N/Y
N\// = — N\// == —_— /)2 - » >2 o
3 3 N\h N— /=
65 (0] 67 O 3 3
r r 68 HO 69 H

HsC HsC

La prochaine étape de la voie de synthese était la protection de I'amine N7 par
le groupe protecteur Boc. Le di-tert-butyldicarbonate 66 ou anhydride de Boc est un
groupe protecteur largement utilisé pour les réactions de protection d'amine. Ce
regroupement confere aux molécules une plus grande stabilité, favorisant ainsi la
continuité de la voie de synthése et est également facilement éliminé par hydrolyse.
Cette réaction est facile a réaliser et a été traitée dans un environnement anhydre sous
atmosphére d'azote, avec de la triethylamine comme base et du dichlorométhane
anhydre comme solvant.

Ensuite, les composés 64a,b ont été réduits avec du LiAlH4 dans du THF, puis

les alcools obtenus ont été légérement oxydés avec du MnOg, puis les aldéhydes
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69a,b ont finalement été obtenus. Quelques tentatives visant a réduire directement la
fonction ester (composés 67a,b) directement a la fonction aldéhyde (composés 69a,b)
en utilisant DIBAL-H ont été faites, mais aucun succes n'a été obtenu. Les rendements
respectifs d'obtention des composés décrits ci-dessus sont présentés dans le tableau
06.

Tableau 06. Rendements des composés 67, 68 et 69.

Composés quulation en quulation en
position 2 (série a) position 3 (série b)
67 91% 86%
68 80% 87%
69 81% 85%

4.3.4- Obtention de dérivés de N-benzoyle aldéhyde 71a-f

cl ﬁ
BOC H
SN /N >N+ /N NAKN
22 o — > H >2 o - >2 o
N\//\/& N%& Rl N%&
3 3 3
69 H 0 H n H

Apres avoir obtenu la fonction aldéhyde en C2 ou C3, la prochaine étape de la
voie de synthése était la déprotection de N7. L'élimination du groupe Boc a été réalisée
par hydrolyse acide en utilisant une solution de 1 mol.L"* HCI dans du dioxanne ayant
du dichlorométhane et du méthanol comme solvants de réaction (VENKATESAN et
al., 2006). La réaction s'est déroulée sous chauffage et le rendement n'a pas pu étre
déterminé car le chlorhydrate 70a,b formé n'était ni isolé ni détecté par UPLC-MS.

Pour la formation de N-benzoyle aldéhydes 71a-f, le composé 70a,b a été mis
a réagir avec des chlorures de benzoyle para-substitués dans un milieu anhydre, avec
le solvant diméthylformamide (DMF) et de la triethylamine (TEA) comme base. La
réaction s'est produite a la température ambiante et pendant 30 minutes. La
purification a été effectuée par chromatographie flash automatique.

Tous les dérivés 71a-f ont été correctement identifiés et leur formation
confirmée par spectres. Sur la figure 20, correspondant au spectre de résonance
magnétique nucléaire *H de la molécule 71f, il est possible de vérifier la présence de
certains pics caractéristiques qui confirment son obtention. Le pic qui apparait a 3,81
ppm correspond a l'atome d’hydrogene méthyle de la portion benzoyle, il est

eégalement possible de vérifier les deux doublets se rapportant aux atomes



317

d’hydrogéne appartenant au cycle aromatique para-substitués a 7,02 ppm et 7,49
ppm. A 7,90 ppm, il est possible de vérifier la présence d'hydrogéne dans la région
aromatique, ce qui correspond a I'nydrogéne de la portion d'imidazolidine, et a 9,79
ppm, il est possible de vérifier la présence d'un hydrogéne trés débloqué qui

correspond a I'atome d'hydrogene de la fonction aldéhyde.
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Figure 20. Spectre RMN *H de la molécule 71f obtenue dans le solvant DMSO-d6.

La figure 21 montre le spectre RMN *3C de la molécule 71f et, comme dans le
spectre RMN H, il est possible de vérifier les pics correspondant aux atomes de
carbone présents dans la molécule, dont certains sont mis en évidence par les
couleurs. A 55,25 ppm, il est possible de vérifier le pic correspondant au carbone du
méthoxy lié en position para du noyau aromatique. Les pics correspondant aux 4
atomes de carbone détachés du cycle aromatique sont également évidents a 113,76
ppm et 129,26 ppm. Dans ce cas, seuls 2 pics sont visualisés mais correspondent aux
carbones aromatiques équivalents. Dans une région de carbones largement débloqué,
les pics a 169,64 ppm et 179,49 ppm correspondent respectivement aux caraboniles

a fonction amide et aldéhyde présents dans cette molécule.
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Figure 21. Spectre RMN *3C de la molécule 71f obtenue dans le solvant DMSO-d6.

4.3.5- Condensation de N-benzoyle aldéhydes 71a-f avec les thiosemicarbazides
74a-f : Obtention de molécules hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-

alpyrazine / thiosemicarabazone 75a-x.

(6]
o |
| s N/YN s
N/YN + | 3 >2 N l
22_oF HaN R 1 N~INZ SN
N N = NH NH R 5 NH
R 3 75a-x H 13
Zlaf H 74a-f

Les nouvelles molécules hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine /
thiosemicarabazone 75a-x ont été synthétisées a partir de la réaction de condensation
par catalyse acide entre les dérivés d'aldéhyde N-benzoylé 7la-f avec les
thiosemicarbazides 74a-f. Ces derniers ont été synthétisés a partir de la réaction entre
les phénylisothiocyanates correspondants 72 et I'hydrazine 73. La réaction a été
effectuée en milieu éthanolique et a température ambiante. Tous les produits obtenus

sont solides et ont été purifiés par lavage du filtrat avec de I'éthanol et / ou du méthanol.
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Les rendements obtenus étaient assez satisfaisants et sont présentés dans le tableau
07.

Tableau 07. Rendement de I'obtention de nouvelles molécules hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-
a]pyrazine / thiosemicarabazone 75a-x.

Composés 75 R? R? Code Rend. Code Rend.
(posicéo 2) (posicéo 3)

NO2 H 75a 60% 75m 99%

Ph 75b 88% 75n 71%

4-CI-Ph 75¢c 73% 750 89%

4-F-Ph 75d 73% 75 88%

i 4-OMe-Ph  75e 93% 75¢q 92%

Q/kw/\fgz s 4-NO2-Ph 75f 87% 751 94%

Rl K/N\/ﬁ&N\NHJLNH F H 75 87% 75 81%

CE s Ph 75h 82% 75t 80%

4-CI-Ph 751 83% 75U 23%

4-F-Ph 75] 64% 75v 88%

4-OMe-Ph 75k 86% 75w 86%

4-NO2-Ph 75l 93% 75X 76%

La réaction de condensation entre les aldéhydes et les thiosemicarbazides en
thiosemicarbazones est classique en chimie organique. La catalyse acide permet a la
réaction de se dérouler plus rapidement du fait de la protonation de l'aldéhyde
carbonyle favorisant l'attaque de Iamine terminale libre de la fonction
thiosemicarbazine (nucléophile), en fin de compte en éliminant une molécule d'eau.
Dans la molécule de thiosemicarbazone, il y a présence d'isomérie géométrique, ce
qui signifie qu'il peut y avoir formation d'isoméres Z ou E. Des études ont montré que
cela est assez variable. Le groupement chimique lié a la fonctionnalité
thiosemicarbazone peut influencer lisomere formé préférentiellement et il peut
également y avoir une isomérisation de ces molécules lorsqu'elles sont en solution
(ESPINDOLA et al., 2015; MARKOVIC et al., 2014; TEMPERINI; DOS SANTOS;
PAOLI MONTEIRO, 1995).

Tous les dérives hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[l,2-a]pyrazine /
thiosemicarabazone 75a-x ont été identifiés par spectrométrie de RMN H et 13C, ainsi
que par une analyse de masse et infrarouge. La figure 22 montre le spectre RMN H
de la molécule 75v et il est possible de vérifier qu'il y avait effectivement formation de
la molécule visée par la présence d'hydrogenes aromatiques (en bleu), la présence
des hydrogenes présents dans le noyau 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine
(orange et vert), I'hydrogéne vinyligue de la jonction des deux noyaux (vert) et

I'hydrogéne lié a la fonction thiosemicarbazone (rouge). Le spectre de masse a haute
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résolution a également confirmé la masse de la molécule hybride 75v avec une marge

d'erreur de seulement 5 parties par million (ppm) (Figure 23).

HSA168 = -3 T oo
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Figure 22. Spectre RMN *H de la molécule 75v obtenue dans le solvant DMSO-d6.

Eimt Val. Min Max Eimt Val. Min Max Emt Val. Min Max Use Adduct
H 1 0 300 O 2 0 15 Cl 1 0 10 H
C 4 0 100 F 1 0 10
N 3 0 15 S 2 0 10
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: -2.0 - 1000.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: no
Max Isotopes: all Isatope RI (%): 1.00 Isotope Res: 10000
MSn Iso RI (%): 75.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 100

Eventff: 1 MS(E+) Ret. Time : 0.180 -> 0.247 - 1.673 > 2.500 Scan# : 55 > 75 - 503 -> 751
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Figure 23. Spectre de masse HR-ESI-MS (UFLC-MS (IT-TOF)) du composé 75v.
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Comme dans les figures précédentes, dans le spectre de RMN *3C du composé
75v (figure 24), certains pics de diagnostic qui confirment la structure de la molécule
peuvent étre observés. A 4525 ppm et 142,42 ppm, mis en évidence en rose,
apparaissent des atomes de carbone qui sont présents dans la structure centrale du
noyau imidazo[1,2-a]pyrazine. Cette molécule a deux cycles aromatiques substitués
par I'atome de fluor en position para. Les couplages carbone-fluor en double doivent
donc étre vus. Dans ce cas, entre 114, 67 ppm et 115,69 ppm, il existe deux doublets
faisant référence au couplage J3 avec les constantes 22 Hz et 23 Hz. Il est également
possible de voir le couplage fort J1 carbone-fluor par la présence des deux doubles
entre 158,58 ppm et 164,26 ppm avec les constantes 241 Hz et 246 Hz. A 131,21 ppm
il est possible caractériser la présence de carbone vinylique "CH" qui fait partie de la
jonction 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine avec la fonctionnalité
thiosemicarbazone. Les pics de diagnostic a 168,74 ppm et 176,52 ppm caractérisent
la présence, respectivement, de la fonctionnalité carbonyle de 'amide et la thionyle de

lafonctionnalité thiosemicarbazone.
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Figure 24. Spectre RMN 13C de la molécule 75v obtenue dans le solvant DMSO-d6.
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4.3.6- Cyclisation des dérivées de thiosemicarbazone 75a,b : Obtention de
dérivés hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidinone
77ab

R@”ﬁ 'Aﬂ@W”ﬁ

—NH
75a (R*=NO,; R*=H > ~ .
R'= NO,; R?= 4-OMe-Ph 2 17a (R*= NO,; R*= H) \
e : e RTNH 77b (R'= NO,; R?= 4-OMe-Ph) S

RN

/
0

La synthése de ces composés a été réalisée par cyclisation de dérivés de
thiosemicarbazone 75 avec du bromoacétate d'éthyle 76 en milieu éthanolique en
utilisant de l'acétate de sodium anhydre comme base a la température ambiante,
procédure déja décrite dans la littérature (BENMOHAMMED et al., 2014). De bons
rendements ont été obtenus (tableau 08). Le mécanisme de synthése (schéma 16)
consiste initialement en la rémotion de I'hydrogene lié a N2 avec délocalisation
électronique et formation d'un thio-anion. Cela réagit directement avec le carbon-a du
bromoacétate d’ethyle en libérant la base bromure dans le milieu réactionnel. La
prochaine étape est la cyclisation de l'intermédiaire neutre formé, puis la base acétate,
présente dans le milieu, enleve le proton de I'azote qui a une charge formelle +1,

donnant naissance au noyau thiazolidinone.
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Rl/\\

Thiazolidinone

Schéma 16. Mécanisme de synthése du noyau thiazolidinone a partir de la réaction du dérivé de
thiosemicarbazone correspondant avec le bromoacétate d'éthyle.
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Tableau 08. Résultats de I'obtention de nouveaux dérivés hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-
a]pyrazine / thiazolidinone 77.

Code Molécule Rendement %
(0]
N H
N -
7a N 63%

Y

(o]

0]
N /N H

17b N>\s 42%
HiC, /Q/NW)
(0]
o
4.3.7- Condensation de Knoevenagel : Synthése de dérivés de 5,6,7,8-

tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidine-2,4-dione 78a-r

o] o 0
| I J
NAKN>2 /}/ /@ANAKN>2 S/\N\R3
. 7?Nwﬁjo b?:v\f i

I_%
o]
o1
D
(o]

La réaction pour obtenir les nouveaux dérivés 78a-r était une condensation de

Knoevenagel. Cette réaction s'est produite entre les dérivés aldéhydiques 71a-f et la
thiazolidine-2,4-dione 53, ainsi que leurs dérivés 55a-c. La réaction a été effectuée en
utilisant du toluéne en milieu de l'acide acétique et de la pipéridine en tant que
catalyseurs. Cette réaction est restée au reflux pendant une heure. Tous les produits
sont des solides et ont été purifiés par lavage du solide avec les solvants éthanol et
méthanol, ce dernier étant nécessaire en cas d'impureté de polarité supérieure.

Les rendements obtenus en obtenant cette série de molécules ont été variés,
comme le montre le tableau 09. Certaines molécules ont eu de faibles rendements,

tels que le composé 789, mais les rendements globaux ont été modérés a excellents.
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Tableau 09. Rendement de I'obtention de nouvelles molécules hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-
a]pyrazine / thioazolidine-2,4-dione 78a-r.

. Rend. Rend.
1 3
Composés 78 R R Code. (position 2) Code (position 3)
H 78a 47% 78 58%
o NG, _ (4C)-CHCOPh  78b 76% 78k 67%
| 2 _(4-F)-CH,COPh  78c 44% 78l 44%
N =N
C( o _(4-NO,)-CH,COPh  78d 91% 78m 31%
R' = H 78e 72% 78n 60%
s/j%o - -(4-Cl)-CH,COPh  78f 39% 780 44%
P -(4-F)-CH,COPh  78g 25% 78p 50%
° f -(4-NO,)-CH,COPh  78h 36% 78q 2%
OMe H 78i 59% 78r 62%

Les structures des nouvelles molécules hybrides 78a-r ont été élucidées par
RMN H et 13C, spectroscopie de masse et infrarouge. La figure 25 montre le spectre
RMN 'H de la molécule 78b. L'analyse de ce spectre confirme la formation de la
molécule par la présence de tous les atomes d'hydrogene mis en évidence par les
couleurs. Entre 3,78 ppm et 4,93 ppm, il existe des pics correspondant aux atomes
d'hydrogéne de CH: présents dans la région imdazole du noyau 5,6,7,8-
tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine. Un peu plus débloqué a 5,32 ppm est le signal
correspondant aux hydrogenes CH: de la fraction acétophénone liée au noyau
thiazolidine-2,4-dione. A 7,50 ppm, il est possible de vérifier la présence d’un pic de
faible intensité s’intégrant a 1 hydrogéne seulement et correspondant a I'hydrogene
vinylique de la région condensée entre les noyaux 5,6,7,8-tétrahydroimidazol[1,2-
alpyrazine et thiazolidine-2,4-dione. Dans la région de spectre la plus haute du
spectre, ou des protons aromatiques apparaissent, il est possible de voir un ensemble
de signaux, y compris des doublets, correspondant aux atomes aromatiques présents
dans la molécule. Ces atomes sont surlignés en vert sur la figure et apparaissent dans

la plage de 7,67 ppm a 8,34 ppm, comme est possible le voir ci-dessous.
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Figure 25. Spectre RMN *H de la molécule 78b obtenue dans le solvant DMSO-d6.

La figure 26 montre le spectre RMN 3C de la molécule 78b dans DMSO-d6.
Dans ce spectre, il est possible de voir certains pics diagnostiques de la molécule, tels
que le signal a 47,85 ppm correspondant au CH2 du fragment acétophénone lié au
noyau thiazolidine-2,4-dione. Dans la région du spectre de champ supérieur, certains
pics importants peuvent étre mis en évidence, tels que le signal a 133,52 ppm qui
correspond au carbone vinylique a double liaison joignant les deux noyaux hybridés.
Les signaux a 139,36 ppm et 148,13 ppm correspondent, respectivement, aux
carbones quaternaires aromatiques qui sont liés aux radicaux chlore et nitro. Les
carbonyles présents dans la molécule peuvent également étre visualisés dans le
spectre avec les signaux caractéristiques de ces structures a 164,69 ppm, 166,25
ppm, 167,82 ppm et 190,58 ppm, respectivement. Les carbones présents dans le
noyau 5,6,7,8-tatrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine n'‘ont pas une bonne résolution. Dans
certaines molécules, les pics ne peuvent étre visualisés que par le spectre
bidimensionnel « Heteronuclear Single Quantum Coherence — HSQC ». La non-
apparition des pics liés a ces atomes de carbone est probablement due a la difficulté

de relaxation de spin de ces atomes, due a la structure non plane de ce noyau.



MSA222 El g8y 9988 BIBTLRE RS mam:at
MSA 222 13C DMSO & 583 £9J8 gosgggnEy segasafta
I N NS NS R | ey
o)
I
/C / K/N
O,N k o
C—/ c7
/
H / 0
c—N_ 7
J cH;C
I —C
N\
cl

: T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 B ( 120 110 100 %0 80 70 60 50 40
ppm

Figure 26. Spectre RMN 13C de la molécule 78b obtenue dans le solvant DMSO-d®6.
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5- CHAPITRE 3 - ACTIVITE BIOLOGIQUE
5.1- LES OBJECTIFS
5.1.1- Objectif général

Evaluer l'activité antitrypanosomatidae, I'activité antichagas et antileishmania des

nouveaux deérivés synthétisés et la cytotoxicité des composeés synthétisés.

5.1.2- Objectifs spécifiques

a. Evaluer l'activité anti-Leishmania des composés synthétisés 56a-gq, 57a-u, 75a-x,

77a,b et 78a-r contre L. amazonensis et L. infantum, dans toutes les formes évolutives

de parasites.

b. Evaluer l'activité anti-Leishmania des composés synthétisés 56a-gq, 57a-u, 75a-x,

77a,b et 78a-r contre l'espece L. major dans toutes les formes évolutives du parasite.

c. Evaluer l'activité antichagasique des composés synthétisés 56a-q, 57a-u, 75a-x,

77a,b et 78a-r contre toutes les formes évolutives de T. cruzi.

d. Evaluer la cytotoxicité des composés synthétisés 56a-q, 57a-u, 75a-x, 77a,b et 78a-

r contre les macrophages et contre les cellules HelLa.
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5.2- METHODOLOGIE
5.2.1.- Activité anti-Leishmania in vitro contre L. amazonensis et L. infantum
5.2.1.1- Culture de la forme promastigote de L. amazonensis et L. infantum

Les formes promastigotes de Leishmania amazonensis (souche WHOM / 00
LTB 0016) et de L. infantum (souche MHOM / MA / 67 / ITMAP-263) ont été
maintenues a 26 °C dans du milieu de Schneider (Sigma) additionné de 10% de sérum
de veau feetal. - PBS (milieu complet). Des parasites a la phase de croissance

exponentielle ont été utilisés dans toutes les expériences.

5.2.1.2- Activité anti-Leishmania contre la forme évolutive promastigote de L.
amazonensis et L. infantum

Pour le test d'activité leishmanicide, les parasites ont été comptés et dilués dans
du milieu complet de Schneider (Sigma) a 1 x 10° cellules / mL. Les parasites ont été
incubés a 26 °C en présence de différentes concentrations des composés (1,5 a 200
ug / mL) pendant 72 heures. Les parasites incubés avec le milieu de culture et la
miltefosine ont été utilisés respectivement comme témoins négatifs et positifs. La
croissance cellulaire a été évaluée et la Clso / 72h a été déterminée par analyse de

régression. Chaque test a été effectué en triple.

5.2.1.3- Activité anti-Leishmania contre la forme évolutive amastigote de L.
amazonensis et L. infantum

Pour cette évaluation, les macrophages RAW 264.7 ont été répartis dans des
plaques a 24 puits (3 x 10° cellules / mL) contenant une lamelle ronde stérile. Les
macrophages ont été incubés en vue d'une adhésion pendant 2 heures a 37 °C et
dans une atmosphere a 5% de CO2. Aprés cette incubation initiale, des promastigotes
infectieux de L. amazonensis ou de L. infantum ont été ajoutés a raison de 8 parasites
/ macrophages pendant une période de 6 heures a 37 °C et 5% de CO.. Les parasites
non intériorisés ont été éliminés par lavage et la culture a été de nouveau incubée en
présence de différentes concentrations de composés (6 a 200 pug / mL) pendant 24
heures a 37 °C et a 5% de CO2. La miltefosine a été utilisée comme contrble positif

aux mémes concentrations que les composés. Apres incubation, les lamelles
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contenant la culture ont été lavées avec du PBS, recueillies et colorées avec le kit
Rapid Panotic Staining. Le pourcentage de macrophages infectés ainsi que le nombre
d'amastigotes / macrophages ont été déterminés en comptant 100 macrophages en
double. L'activité leishmanicide des composés a été vérifiée par la diminution du
nombre de macrophages et d'amastigotes intracellulaires infectés dans les cultures
traitées par rapport a la culture témoin non traitée. Les valeurs ICso ont été calculées

par analyse de régression a l'aide du logiciel GraphPad Prism.

5.2.2- Activité anti-Leishmania in vitro contre L. major

Les composeés ont été dilués dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) pour obtenir
des solutions méres a 10 mM de concentration. Les dilutions de chaque composé ont
été moyennées en fonction de la lignée cellulaire de chaque culture jusqu'a une

concentration finale maximale de 1% de DMSO.

5.2.2.1- Culture de la forme promastigote de L. major

Les souches de promastigotes de L. major (MHOM / IL / 81 / BNI) ont été
maintenues dans le milieu de culture de Schneider (Sigma Chemical Co. St Louis, Mo)
avec 13% de sérum de veau foetal inactivé par la chaleur (PBS, SigmaeAldrich),

pénicilline (100 Ul / mL) et streptomycine (100 mg/ mL) a 26 °C pendant 7 jours.

5.2.2.2- Activité anti-leishmania in vitro contre la forme évolutive promastigote de L.
major

Les tests de sensibilité des promastigotes ont été réalisés a l'aide du micrométre
spectrofluorométrique décrit précédemment (PAPE; PAGNIEZ; ABDALA, 2002). 100
ul d'une suspension de 10° promastigotes / mL ont été placés dans une plaque a 96
puits. Les cultures ont été exposées aux molécules pendant 96 heures a 26 °C. La
mesure a été effectuée 4 heures aprés 'addition de 10 pL d’une solution de 700 uM
de résazuride. Ensuite, I'émission de fluorescence a été mesurée a 590 nm avec une
excitation de 550 nm.

5.2.2.3- Activité anti-leishmania in vitro contre le stade amastigote de L. major
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La cytotoxicité vis-a-vis du stade amastigote intracellulaire du parasite a été
déterminée a la suite d’une infection macroscopique péritonéale chez des souris Balb
/ ¢ (CE Janvier, Le Genest, France). Pour linfection, 100 uyl d’'une suspension de
macrophages péritonéaux ont été placés dans une plaque de lame de verre a 24 puits
(Nunc) (10 mm de diametre) a 1,5 10° cellules / mL dans du RPMI 1640 a 15%. SFB
a 37 °C et 5% de CO2. Apres 24 heures d'incubation pour permettre la ligature, les
macrophages ont été infectés avec 100 pl d'une suspension de promastigotes en
phase stationnaire (1,5 10° promastigotes / mL dans du milieu RPMI 1640 plus 15%
de PBS) puis incubés pendant 24 heures a 37 ° C et 5% de COz2 pour infection. La
culture de macrophages a été lavée et exposée aux COmposes a une concentration de
10 uM. Le milieu contenant les composés a été remplacé aprés 48 heures. Apres 2
jours, les cultures ont été fixées avec du méthanol, colorées avec May-Grunwalde
Giemsa et examinées au microscope. Le nombre moyen d'amastigotes par
macrophage a été déterminé en comptant le nombre d'amastigotes dans 100
macrophages sélectionnés au hasard et dans chaque duplicata. Les pourcentages
inhibiteurs aprés traitement avec 10 yM des composés ont été calculés en utilisant les
valeurs du nombre d'amastigotes par macrophage. Le pourcentage de macrophages

infectés a également été calculé (PAGNIEZ et al., 2006).

5.2.3- Activité antichagasique in vitro.
5.2.3.1- Culture de Trypanosoma cruzi - forme épimastigote

Les formes épimastigotes (souche DM28c) ont été maintenues dans du milieu
LIT additionné de PBS a 20% a 27 °C.

5.2.3.2- Activité antichagasique contre la forme évolutive des épimastigotes

Pour déterminer I'effet antiprolifératif des formes épimastigotes de la souche
DM28c (10° parasites / mL) ont été maintenus sur du milieu LIT + antibiotique a 1%
(Gibco Pen Strep - 10 000 U / mL de pénicilline + 10 000 pug / mL de streptomycine) +
20% de PBS, ont été étalées dans des plaques a 96 puits a 27 °C, avec différentes
concentrations de composé (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 ug / mL) pendant 96 heures.
Chague composé a été testé en double. Le contrdle négatif était dans des puits non

traités et le médicament de référence utilisé comme contrdle positif était le
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benzinidazole. La viabilité parasitaire a été déterminée par comptage direct dans la
chambre de Neubauer et, a partir de ces valeurs, la Clso (concentration qui inhibe la
croissance de 50% des parasites) a été obtenue par régression linéaire simple a l'aide
du logiciel Prisma 5.0 Graphpad.

5.2.3.3- Culture de Trypanosoma cruzi - forme trypomastigote

Les formes trypomastigotes (souche Y) ont été obtenues a partir de l'infection

in vitro (1x107 parasites) de la lignée de cellules Vero aprés confluence en culture.

5.2.3.4- Activité antichagasique contre la forme évolutive des trypomastigotes

Pour déterminer I'effet antiprolifératif sur les les formes trypomastigotes souche
Y, 4x108 parasites ont été maintenues dans du milieu RPMI avec 1% d’antibiotiques
et 5% de PBS, sur des plaques a 96 puits a 37 °C, avec différentes concentrations des
composés (0,19 ; 1,56; 6,25; 25; 100 pg / mL) pendant 24 heures sous une
atmosphére a 5% de CO2. Chaque composé a été testé en double. En tant que
contrdle de réaction négatif, des puits non traités ont été utilisés et le médicament de
référence utilisé comme contrdle positif était le benzinidazole. La viabilité parasitaire a
été déterminée par comptage direct a la chambre de Neubauer et, a partir de ces
valeurs, la Clso a été obtenue par régression linéaire simple a I'aide du logiciel Prisma
5.0 Graphpad.

5.2.3.5- Culture de T. cruzi pour le test trypanocide contre la forme amastigote

Pour le test in vitro des composeés trypanocides, la souche Tulahuen de T. cruzi
a été utilisée, exprimant le géne de la B-galactosidase d'Escherichia coli. Les formes
infectieuses trypomastigotes sont obtenues en cultivant des monocouches de
fibroblastes de souris L929 dans du milieu RPMI-1640 (pH 7,2-7,4), sans rouge de

phénol (Gibco BRL), contenant 10% de sérum bovin feetal et 2 mM de glutamine.

5.2.3.6- Activité antichagastique contre la forme évolutive amastigote

Pour I'essai biologique, 4 000 cellules L929 dans 80 pL de milieu supplémenté
sont ajoutées a chaque puits d'une plague de microtitrage a 96 puits. Aprés une
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incubation d'une nuit, 40.000 trypomastigotes dans 20 pL sont ajoutés aux cellules
puis incubés a 37 °C pendant 2 h. Le milieu contenant des parasites qui n‘ont pas
pénétré les cellules est remplacé par 200 pL de milieu frais et la plaque est incubée
pendant 48 heures supplémentaires pour établir l'infection. Le milieu est ensuite
remplacé par des solutions des composés a 10 ou 20 mg/mL dans du DMSO et la
plaque est incubée 96 heures a 37 °C. Apres cette période, 50 uL de chlorophénol 500
UM de glycoside rouge dans 0,5% de Nonidet P40 sont ajoutés a chaque puits et la
plague est incubée pendant 18 heures a 37 °C, puis l'absorbance a 570 nm est
mesurée. Les contrdles avec des cellules non infectées et des cellules infectées
traitées avec du benzinidazole ou non traitées, fonctionnent en parallele. Les tests en

triple sont effectués sur la méme plaque (ROMANHA et al., 2010).

5.2.4- Evaluation de I'activité cytotoxique dans les macrophages

Les macrophages de la souche RAW 264.7 ont été libérés des bouteilles de
culture et étalés dans des plaques a fond plat & 96 puits et incubés pendant 24 heures
a 37 °C et une atmosphere a 5% de CO: pour lI'adhérence. Aprés cette période, les
composés ont été ajoutés a des concentrations de 6 a 200 pug / mL et incubés a
nouveau pendant une période de 48 heures. Les puits ont été utilisés uniquement avec
un milieu de culture en tant que contrdle négatif. Aprés incubation, 25 ul de MTT
(bromure de 3- (4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium) a 5 mg / mL dans
du PBS ont été ajoutés, puis incubés pendant 2 heures a 37 °C et protégé de la
lumiere. Une partie du milieu de culture ainsi que le MTT restant ont été aspirés et 100
UL de DMSO ont été ajoutés par puits pour solubiliser les cristaux de formazan
résultant de la réduction du MTT. La lecture de lI'absorbance & 570 nm a été effectuée
sur le spectrophotometre THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. La concentration
cytotoxique pour 50% de la culture (CCso) a été déterminée par analyse de régression
par le logiciel GraphPad Prism. Chaque test a été effectué en triple.

5.2.5- Evaluation de l'activité cytotoxique dans les cellules HeLa

Les cellules HeLa ont été repiquées tous les 4 jours dans du milieu RPMI 1640
additionné de 10% de SFB (Sigma-Aldrich). Les cellules ont été récoltées aprés une

incubation de 5 minutes avec une solution de trypsine (Sigma-Aldrich). Les cellules
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HelLa ont été ensemencées dans une microplague a 96 puits avec 100 pL d'une
suspension a 10°/ ml dans chaque puits. Apres une période d'incubation de 24 heures
a 37 °C et 5% de CO2, 100 pL des composés a différentes concentrations ont été
ajoutés en double. Au bout de 96 heures, 10 pL d'une solution de résazurine (700 uM)
ont été ajoutés. Aprés 3 heures d'incubation a 37 °C, 5% de COg, la fluorescence a

été mesurée a 590 nm avec une excitation a 550 nm.
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5.3- RESULTATS ET DISCUSSION
5.3.1- Activité anti-leishmania

Des tests de détermination de l'activité anti-Leishmania contre L. amazonensis
et L. infantum ont été mis au point au Laboratoire d'immunologie et de biologie
moléculaire du département d'immunologie de l'Institut Aggeu Magalhdes / FIOCRUZ.
Parallelement, des tests d'évaluation de l'activité anti-leishmania contre L. major ont
été développés au Laboratoire de parasitologie et de mycologie médicale (IICiMed) de
I'Université de Nantes - France.

5.3.1.1- Série d'isoxazoline aza-bicyclique (séries 56a-q et 57a-u)

Les résultats obtenus pour la détermination de la concentration inhibitrice a 50%
(Clso0) des hybrides 2-isoxazoline aza-bicycliques / thiazolidna-2,4-dione 56a-g et 57a-
u contre L. amazonensis et L. infantum (formes promastigotes et amastigotes) sont
présentés dans le tableau 10. Des résultats prometteurs ont été obtenus en ce qui
concerne la forme évolutive promastigote des deux especes. Ces résultats avec une
ICso inférieure au médicament standard utilisé, la miltéfosine. Les molécules 57¢, 57d,
57f et 571 ont montré de bons résultats ICso pour les formes promastigotes de L.
amazonensis et L. infantum. Ceux-ci ont des atomes d'halogene (chlore et fluor) dans
R! et R?. En revanche, les molécules 57a, 57i et 570 ont montré de bonnes valeurs de
ICs0 uniguement pour I'espéce de L. infantum, et ces molécules ne possédent d’atome
d’halogéne que dans R?. Il est possible que la présence d'un atome d'halogéne soit
nécessaire a la présentation de l'activité anti-leishmania. Le graphique 01 montre les
valeurs ICso des molécules qui ont montré une activité pour une meilleure visualisation

des résultats.
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Tableau 10. Résultats de I'activité anti-Leishmania contre L. amazonensis et L. infantum et ICso des

57a-u.

composés 56a-qg et
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Valeurs IC., (M) des molécules de la série 57

20
18

16
14
12
10
0 I I I I
57a 57c 57d 57f 57i 571 570

B L. amazonensis - Promastigota IC50 L. infantum - Promastigota IC50

A O

N

Miltefosina

Graphique 01. Valeurs ICso des molécules de la série 57 montrant une activité anti-leishmania.

Les molécules non remplacées sur I'atome d'azote thiazolidine-2,4-dione (série
56) n'ont pas montré d'activité anti-leishmania chez les especes répertoriées dans le
tableau 10 dans les deux formes évolutives testées. Il n’existait pas non plus d’activité
antiparasitaire supérieure a celle du médicament de référence pour la forme évolutive
amastigote pour toutes les molécules de la série 57, qui se substitue a 'atome d’azote
de la thiazolidine-2,4-dione.

Comme le montre le tableau 11, I'activité des 26 molécules synthétisées dans
cette série a été évaluée par rapport a la forme promastigote de L. major. Il est possible
de vérifier que parmi les molécules testées, environ 70% des molécules étaient
actives. Ceux-ci ont montré des résultats ICso inférieurs a ceux du médicament
standard utilisé, la pentamidine. Les valeurs obtenues ne different pas de maniere
significative par rapport aux radicaux présents (R* et R?), ce qui rend I'analyse de leurs
caractéristiques chimiques telles que I'électronégativité, le volume des atomes et les
activateurs et désactivateurs des cycles aromatiques. Il n’a pas été possible de
déterminer la relation structurelle des molécules testées, qu’il y ait ou non une
augmentation de l'activité antileishmania chez cette espéce.

Le Série 56a-g, sans substituant sur I'atome d'azote thiazolidine-2,4-dione,

présentait une Clso beaucoup plus élevée que celle de la pentamidine, contrairement
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a la série 57a-u, qui présentait I'azote substitué, qui présentait généralement une Clso
inférieure a celle de la pentamidine.

Les molécules présentant les meilleurs résultats contre L. major étaient 57b,
57d, 571 et 57p avec des résultats de Clso de 1,39, 1,95, 1,72 et 1,73 uM,
respectivement. Toutes les valeurs peuvent également étre vues dans le graphique
02, qui montre toutes les molécules dont les valeurs de Clso étaient inférieures a celles
de la pentamidine (3,56 uM). Il est important de souligner que les molécules 57b et
57p étaient bien connues pour leur activité contre la forme promastigote de L. major
mais ne présentaient aucune activité antiparasitaire contre les autres especes de

Leishmania testées (L. amazonensis et L. infantum).

Tableau 11. Résultats de l'activité anti-Leishmania contre la forme promastigote de L. major des
composés 56a-g et 57a-u.

Comp. R? R? IID(;SOTSIT/I'[)- Comp. R? R? Ilb(;gor?ﬁl?/lt).
56a  4-Cl H 74,73:0,00 20 40Me 'CNHSSS#' 2.79+0.26
- 4-F H >100 04 4 ome 'CHFZ)(F:,ﬁ("" 2.53+0.54
6C 4 ome H >100 ai e 'ngl)%?]("" 2.85+0.77
sed e H 2418506 57k 1o 'CNHSS%“' 3,2142,27
e 4 toluil H >100 - 4;3;? 'C"g)%ﬁ(“' 1.7240.27
56f  4-NO: H >100 MM 4 ol 'ngl)%?](“' 2.52+0.08
560  3-NO» H >100 30 4 goluil 'CNHSSSE" :
57a  4-Cl 'CHCZI)%?](“' 2.07:038 570  4-toluil 'C"I':Z)(F:,ﬁ(“' :
570  4Cl 'CNHS(Z:)SE" 1.3940.02  57p  4-NO: 'ngl)cp?]("" 1.73+0.28
57c  4-Cl 'CHFZ)(F:,EJ(“' 217+0.42 57  4-NO: 'CNHSZC)SS" 2.58+0.04
57d  4F 'C'ézl)%?](“' 1.95+0.19 57t 4-NO: -crg)gﬁm- 2.61+0.45
57¢  4F 'CNHéggﬁ“' 276023  5Is  3-NO; 'C'ézl)%?](“' 2.22+0.18
57t AF 'CHFZ)(F:,EJ(“' 218+0.18 =~ 57t  3-NO: 'CNHéggﬁ]“' 7.33+3.17
579  4-OMe 'C'ézl)cp?](“' 2.27+0.47 57U  3-NO» 'Ciz)lcjﬁ("" 2.51+0.20

Pentamidine 3.56+0.46
- Non testé.
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IC, (LM) - Promastigote L. major

o F N W B~ U1 O

’b A < 2

\S \Y
PRSP RN SR AR - NP IR IR
*@@
Qe

m57a m57b m57c m57d m57e
m57f m57g B 57h m57i H57j
m57k m 57l E57m m57p H57q
m57r m57s H57u B Pentamidina

Graphique 02. Résultat du test antileishmania contre la forme promastigote de L. major des molécules
actives de la série 57.

5.3.1.2- Série 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine (Série 75a-x, 77a,b et 78a-
9)

L'hybride 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiosemicarbazone 75a-x,
5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidinone 77a,b et 5,6,7,8-
tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidine-2,4-dione 78a-r ont été testée pour L.
amazonensis, L. infantum et L. major, ainsi que pour la série décrite ci-dessus. Les
tests ont été effectués en suivant la méme procédure et ont été développés aux
emplacements décrits au point 5.3.1.

Les résultats obtenus de l'activité d'anileishmania contre L. amazonensis et L.
infatum sont présentés dans les tableaux 12, 13 et 14. Pour toutes les molécules
présentees, la valeur de la Clso en UM était supérieure a la valeur obtenue pour le
médicament standard miltefosine, tant pour les espéeces décrites que pour les formes
évolutives promastigotes et amastigotes. Ainsi, ces molécules ne présentaient pas

d'activité antileishmanienne significative.
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Tableau 12. Résultat de I'activité antileishmania (ICso en pM) contre L. amazonensis et L. infantum

trahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiosemicarbazone 75a-x.

hybrides 5,6,7,8-té
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Tableau 13. Résultat de l'activité antileishmania (ICso en pM) contre L. amazonensis et L. infantum &

trahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidinone 77a.b.

hybrides 5,6,7,8-té

7

7

érivés

partir des d
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Tableau 14. Résultat de I'activité antileishmania (ICso en pM) contre L. amazonensis et L. infantum

trahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidine-2,4-dione 78a-r.

hybrides 5,6,7,8-té

7

7

érivés

des d
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Les tests d'activité antilishmania contre la forme promastigote de L. major ont

montré, pour toutes les molécules des séries 75a-x, 77a,b et 78a-r, une valeur de Clso

supérieure a 10 uM a I'exception de la molécule de 78h. La valeur ICso présentée par
elle était égale a la pentamidine, médicament de référence, 1,53 uM avec une erreur
de +0,13.

En comparant structurellement les séries 57 (isoxazolines aza-bicycliques) et
78 (5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine), ou les deux possédent le noyau
thiazolidine-2,4-dione, il a été constaté que les isoxazolines aza-bicycliques sont un

facteur important d'activité contre le promastigote de L. major.

5.3.2- Activité antichagasique

Des tests biologiques de détermination de I'activité anti-Trypanosome cruzi ont
été réalisés au Laboratoire d'immunologie et de biologie moléculaire du département
d'immunologie de I'Institut Aggeu Magalhaes / FIOCRUZ.

5.3.2.1- Série d'isoxazoline aza-bicyclique (séries 56a-gq et 57a-u)

Les résultats de l'activité antiparasitaire des séries 56a-g et 57a-u contre le

parasite T. cruzi pour les formes évolutives epimastigote et trypomastigote sont
présentés dans le tableau 15. Des résultats positifs peuvent étre observés pour les
deux formes évolutives, les meilleurs résultats étant a la forme épimastigote. La plupart
des molécules de la série 56 n'étaient pas actives contre cette forme évolutive, a
I'exception de la molécule 56f présentant une ICso de 1,44 pM et de la Clso du
benzinidazole 10,52 uM pour cette forme évolutive. Parmi les molécules 57a-u, seule
la molécule 57t, substituée par le radical NO2 dans R? et R?, ne présentait pas d'activité
anti-trypanosome.

Le résultat de l'activité antichagasique contre la forme trypomastigote a des
valeurs de ICso inférieures a celles du benzinidazole. Parmi les molécules de la série
56a-g qui ne présentent pas de remplacement azoté du fragment thiazolidine-
2,4dione, seule la molécule 56a a présenté activité. Il est possible de vérifier que les
molécules les plus actives sous la forme trypomastigote sont de la série 57a-u, celles

qui présentent une substitution dans I'atome d'azote du noyau thiazolidna-2,4-dione,
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ce qui peut constituer une preuve expérimentale de la nécessité d'une substitution
pour augmenter l'activité anti-Trypanosome.

L'évaluation de l'activité antichagasique contre les formes amastigotes de T.
cruzi a démontré que les molécules synthétisées présentaient des Clso supérieures au
benzinidazole ou étaient inactives par rapport a la souche testée. Il est important de
souligner qu'en plus de la forme amastigote étant pour la premiere fois la phase
évolutive la plus importante, c'est aussi la forme la plus difficile. Parce qu'il est situé a
I'intérieur de la cellule, le composé doit traverser la membrane plasmique et pénétrer
dans la cellule pour effectuer I'action trypanocide. Parmi les molécules testées, deux
avaient les valeurs Clso les plus faibles, les molécules 57a et 57u, qui ont toutes deux

des atomes d'halogéne dans leur structure moléculaire.
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57a-u.

Tableau 15. Résultat de I'évaluation anti-Trypanosome (ICso - uM) des séries 56a-g et
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5.3.2.2- Série 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine (séries 75a-x, 77a,b et 78a-
)

Les tableaux 16 et 17 présentés ci-dessous présentent les résultats de
I'évaluation contre le parasite T. cruzi des nouvelles molécules hybrides 75a-x, 77a,b
et 78a-r en déterminant la Clso, en utilisant le benzinidazole comme médicament
reférence. Le tableau 16 présente les valeurs de la Clso et évalue également I'influence
de la modulation en positions 2 et 3 pour les composés de la série 75a-x. La plupart
des molécules qui ont présenté une activité significative contre la forme évolutive
trypomastigote ont une modulation en positon 2 du noyau. 5,6,7,8-

tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine.

Tableau 16. Résultat de la détermination de la Clso pour évaluer l'activité anti-trypanosomienne de
molécules 75a-x.

Tripom. Epim. Amast.
|C50 = |Cso = |C50 |J.M
STRUCTURE R? R? POSZHON UM puM (Souche
(Souche (Souche Talahuen)
Y) DM28c)
H 75a >267,81 - Inativo
Ph 75b 2,60 57,53 8,00
4|;Ch" 75¢ 6,71 - 6,61
NO 4-F-Ph 75d 3,05 12,27 8,55
2 .
4- - Inativo
OMe- 75e 3,24
Ph
4-NO>- - Inativo
Ph 75f 12,97
H 759 7,43 - Inativo
Ph 75h 2,41 11,64 <10,41
o 4-Cl- .
| 75i 1,88 10,54 8,75

N Ph
NCE > N r _4-F-Ph 75) 5,85 - >45,40

H o N\H OMe- 75k 3,11 6,40
R’ Ph
4-NO2- -
Ph 751 2,35 4,06
Tripom. Epim. Amast.
|Cso = |C50 = |C50 |J.M
R? R? POSQ-ION Y uM (Souche
(Souche (Souche Talahuen)
Y) DM28c)
H 75m >267,81 - Inativo
Ph 75n >222 47 - 13,79
NO2 4;}" 750 >206,68 - 29,75

4-F-Ph 75p >213,91 - 15,18
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Tableau 17. Résultat de la détermination de la Clso pour évaluer l'activité anti-trypanosomienne de
molécules 75a-x. (Continuation)

Tripom. Epim. Amast.
|C50 = |C50 = |C50 |,1|V|
STRUCTURE R? R? POS!;ION UM UM (Souche
(Souche (Souche Talahuen)
Y) DM28c)
4- -
OMe- 75q >208,54 >41,70
NO2 Ph
4-NO2- 750 6.35 - Inativo
N H 75s 139,96 - Inativo
NAﬁ> New Ph 75t 8,94 B 4734
R bN\%{/ \ 4-Cl-
L s/ ,\{H Ph 75u 2,62 6,82 12,69
R g _4F-Ph 75v 6,74 - >45,40
4- -
OMe- 75w >200,99 >44,19
Ph
4-NO2- 37,86+/-
Ph 75X 52,11 44,32 6.84
Benzinidazole 40,96 10,52 3,8

Tableau 18. Résultat de la détermination de la Clso pour évaluer l'activité anti-trypanosomienne de
molécules 77.

Trypom.  Epim. Amast.
|C50 = |C50 = |C50 |.,lM
STRUCTURE R? R? POSZHON UM puM (Souche
(Souche (Souche Talahuen)
Y) DM28c)

NA©_< H 77a 46,83 - Inactif
1 K/N / \N

N NO
S
4-OMe-
2_N -
RN o 77b >94,35 >38,49
Il
(@]
Benzinidazole 40,96 10,52

D'apres les résultats présentés dans le tableau 16, il est possible de vérifier que
toutes les molécules avec R! égal au fluorure (avec modulation en position 2) ont
d'excellentes valeurs de Clso sur le trypomastigote, comparativement au
benzinidazole, avec une Clso égale a 40,96 uM. La molécule 75i présentait une ICso
contre le trypomastigote de 1,88 uM et, comparée a la forme épimastigote, présentait
une activité modeérée, avec une Clso semblable a celle du benzinidazole, 10,54 et 10,52
UM, respectivement. Parmi les molécules 75a-x, modulées en position 3, uniquement
les moléculues 75r, 75t, 75u et 75v ont présentée Clso inférieure au benzinidazole par

rapport au trypomastigote, le 75u est également actif contre I'épimastigote avec une
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Clso de 6,82 pyM. D'un autre coté, toujours dans le tableau 16, les résultats des
molécules de la série 75a-x contre la forme amastigote évolutive variaient de valeurs
inactives a Clso supérieures a celles du benzinidazole (3,8 uM). Parmi les molécules
qui ont montré une certaine valeur de Clso, les molécules de cette série remplacées
en position 2 ont montreé les valeurs de Clso les plus faibles, telles que la molécule de
75I, avec une concentration inhibitrice a 50% de 4,06 uM.

Les molécules hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-
alpyrazine/thiazolidinone 77 ont montré une activité trypanocide inférieure au
médicament de référence au vu des formes évolutives trypomastigote et amastigote
ou étaient inactives.

Le tableau 18 présente les résultats de I'évaluation de l'activité trypanocide de
molécules hybrides 78a-r par rapport a la forme évolutive des trypomastigotes.
Compte tenu de ce qui précede, il n‘est pas possible d'établir une relation entre l'activité
anti-trypanosome et la structure des molécules en raison de la présence d'un résultat
non corrélé avec les structures chimiques. Parmi les molécules actives, il existe des
molécules substituées par des atomes d'halogéne, avec des grappes volumineuses et
non volumineuses et une électronégativité variée, mais les résultats ne suivent pas
une proportion et un schéma permettant de déterminer linfluence de ces
caractéristiques chimiques sur les valeurs de la Clso. La molécule ayant le meilleur
résultat anti-trypomastigote était 78n, ce qui montrait 4,84 uM de concentration
inhibitrice & 50%, mais cette molécule était inactive compte tenu de la forme
amastigote du parasite. Parmi les valeurs de Clso par rapport aux formes amastigotes,
la molécule 78k était la seule de la série a présenter une valeur inférieure au
benzinidazole, sa Clso étant de 3,26 pM. D'autres molécules de la série ont montré des
valeurs de Clso supérieures a celles du benzinidazole ou étaient inactives en raison de

cette forme évolutive.
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Tableau 19.Résultat de la détermination de la Clso pour I'évaluation de I'activité anti-trypanosomienne

de molécules 78a-r.
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5.3.3- Détermination de la cytotoxicité

La cytotoxicité dans les cellules de mammiféres (macrophages) a été évaluée
par des essais au MTT. Cet essai est basé sur la réduction des sels jaunes de
tétrazolium par les réductases mitochondriales de cellules métaboliquement actives.
En métabolisant le tétrazolium, des cristaux de formazan se forment dans ces cellules
; Ceux-ci doivent étre lysés pour la solubilisation et une analyse ultérieure par
spectrophotométrie. La quantité de formazan produite est directement proportionnelle
au nombre de cellules viables. Plus la viabilité cellulaire est grande, plus le taux de
réduction du MTT et I'absorbance sont élevés, de sorte que le CCso est indirectement
proportionnel a la quantité de formazan / absorbance.

Le tableau 19 montre les valeurs trouvées pour la cytotoxicité des molécules
des séries 2-isoxazolines azabicycliques 56 et 57. Il est possible constater que,
comparées au CCso benzinidazole, toutes les molécules présentaient des valeurs
significativement plus basses. Ces données indiquent que les molécules ont une
cytotoxicité supérieure a celle du benzinidazole et lui est le seul médicament
antiparasitaire actuellement utilisé pour la maladie de Chagas et que présent un grave
probléme de toxicité entrainant I'apparition de nombreux effets secondaires. En
comparant les résultats présentés dans ce tableau avec ceux du tableau 15, les
molécules 56a, 57k, 571 et 579 étaient actives contre la forme évolutive des
trypomastigotes du parasite et présentaient une cytotoxicité inférieure a celle du
benzinidazole. Le graphique 03 montre les valeurs présentées dans le tableau 19, pour
une meilleure vue comparative.

En ce qui concerne la cytotoxicité de ces molécules par rapport au médicament
miltefosine, il est possible de vérifier qu'elles étaient toutes non toxiques avec un CCso
supérieur a 56,67 uM. L'étude de cytotoxicité sur les cellules MRC5 est toujours en
cours, mais les résultats non finis démontrent que les molécules testées n'‘ont pas
montré une cytotoxicité inférieure a 15 uM de CCso présentée par le médicament a
I'essai, la pentamidine. Par conséquent, ces molécules sont considérées comme non

cytotoxiques.



Tableau 20. Valeurs de cytotoxicité (CCso - UM) des molécules des séries 2-isoxazolines

azabicycliques 56a-g et 57a-u déterminées dans les macrophages et MRCS5.
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Composé 5 R (Mgccrsc;)p#gﬂge) (I\/ICFSé%)
56a 4-Cl H 126,01 >100
56b 4-F H 303,03
56¢ 4-OMe H 250,22
56d 4-terc-butil H 113,30 >100
56e A-toluil H 229,13
56f 4-NO H 127,28
56 3-NO H 278,87
o/a 4-Cl -CH2CO(4-Cl)Ph >337,09
57b 4-Cl -CH2CO(4-NO2)Ph >369,73
a/c 4-Cl -CH2CO(4-F)Ph 196,91
57d A-F -CH2CO(4-Cl)Ph 73,45
o/e 4-F -CH2CO(4-NO2)Ph 142,00 >100
57t A-F -CH2CO(4-F)Ph >402,03
57 4-OMe -CH2CO(4-Cl)Ph >380,98
57h 4-OMe -CH2CO(4-NO2)Ph 135,09
571 4-OMe -CH2CO(4-F)Ph >392,54
57| 4A-terc-butil -CH2CO(4-Cl)Ph 63,22
57k 4-terc-butil -CH2CO(4-NO2)Ph 81,78 >100
571 4-terc-butil -CH2CO(4-F)Ph 105,60
S/m 4-CHs -CH2CO(4-Cl)Ph >392,18
5/n 4-CHs -CH2CO(4-NO2)Ph 115,07
570 4-CHs -CH2CO(4-F)Ph 59,59
57 4-NO -CH2CO(4-Cl)Ph >369,73
579 4-NO2 -CH2CO(4-NO2)Ph 57,24
57 4-NO2 -CH2CO(4-F)Ph 202,29
57s 3-NO: -CH.CO(4-Cl)Ph 179,48
57t 3-NO -CH2CO(4-NO2)Ph 151,15
57u 3-NO -CH2CO(4-F)Ph 187,63

Benzinidazole 459,19
Miltefosine 56,67
Pentamidine 15+0,2
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Cytotoxicité en série azabicyclique 2-isoxazoline
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Graphique 03. Cytotoxicité, en uM, des séries des 2-isoxazolines azabicycliques 56 et 57 déterminée
dans les macrophages et MRC5.

Le tableau 20 présente les valeurs de concentration en cytotoxique a 50% de
macrophages des molécules hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine 75a-
X, 77a,b et 78-r testées par le méme procédé que celui décrit pour la série azabicylique
2-isoxazoline adiscuté précédemment, I'essai de mesure de la concentration de
formazan a partir de la lecture d’absorbance par spectrophotométre. Par rapport au
benzinidazole CCso (459,19 uM), la plupart des molécules étaient toxiques.

La série de dérivés hybrides 75a-x n'a présenté que 3 molécules avec une
activité non cytotoxique. Il s'agissait de molécules 75e (CCso> 471,09 uM) et 759
(CCs0> 577,4 uM) modulées en position 2 du noyau 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-
a]pyrazine et de la molécule 75s (CCso> 577,4 uM) modélisé en position 3 du noyau
central. Les molécules de 759 et 75h ont présenté la méme cytotoxicité et ne différent
que par la position de modélisation et sont remplacées dans R* par I'halogéne de fluor
et dans R? par 'atome d’hydrogéne. Comparant toujours avec le benzinidazole CCsq,
des deux molécules hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine / thiazolidinone
77, seule la molécule 77a avait un CCsp plus élevé.

Les molécules hybrides 78a-r présentaient également un pourcentage élevé de
cytotoxicité relative par rapport au benzinidazole. Toutes les molécules modulées en

position 2 du noyau central avaient une CCso inférieure a celle du médicament de
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référence pour la maladie de Chagas. Une seule molécule modulée en 3 a montré une
cytotoxicité supérieure au benzinoidazole, la molécule 78 avec le radical NO2 dans
R!, 'atome d'hydrogéne dans R? et CCso> 500,77 uUM.

Le médicament de référence utilisé pour vérifier I'activité antileishmania contre
L. amazonensis et L. infantum était la miltéfosine, dont le CC>° était de 56,67 uM. En
comparant la cytotoxicité des molécules testées a la cytotoxicité présentée par la
miltéfosine, seuls quelques échantillons étaient toxiques. Parmi les dérivés 75a-x, les
molécules 75h, 75i et 75k, modulées en position 2, présentaient des CCso de 31,19,
26,63 et 37,78 UM, respectivement. Parmi les dérivés 75a-x modulés en position 3,
seule la molécule 75u (CCso 49,89 uM) présentait cytotoxicité. Les deux composés
cités sont des dérivés fluorés sur RL. Parmi les dérivés 77a,b, les deux molécules ont
montré une bonne cytotoxicité relative, cependant, les molécules de la série 78a-r ont
également montré des valeurs élevées de CCso, a I'exception de 78k avec CCsp 23,62
MM et 78p avec CCso 45,52 uM. Les deux ont des substitutions d'atomes d'halogéne

qui peuvent indiquer une cytotoxicité accrue par la présence de ces éléments
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Tableau 21. Valeurs de cytotoxicité (CCso - UM) des molécules des séries 5,6,7,8-
tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine 75a-x, 77a,b et 78a-r déterminées dans les macrophages.
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6- CONCLUSION

Les séries des 2-isoxazolines azabicycliques 56a-g et 57a-u ont été correctement

synthétisées sans problemes majeurs en utilisant I'expertise du groupe de recherche.
Les nouvelles molécules synthétisées, ainsi que les nouveaux intermediaires esters,
alcools et aldéhydes d'isoxazoline et les 28 nouvelles molécules hybrides 2-
isoxazoline / thiazolidine-2,4-dione, ont eu ses caracteristiqueschimiques déterminées
et ont été structurellement caractérisées par des analyses spectroscopiques de
résonance magnétique nucléaire (RMN) H et 13C, ainsi que par spectres infrarouges.
La masse exacte de cette série a été déterminée par analyse de masse a haute
résolution (MALDI-TOF).

L'obtention de les molécules hybrides des séries 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-

alpyrazine 75a-x, 77a,b et 78a-r a été réalisée avec succés. La synthése des

molécules finales et de tous les intermédiaires a été réalisée sans difficultés majeures,
a l'exception des sels 70a et 70b qui ont été utilisés sans purification préalable. Seules
deux molécules de la série hybride 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[l,2-a]pyrazine /
thiazolidinone 77 ont été synthétisées. Leur identification a été faite par analyse de
masse et infrarouge. Leur identification par analyse RMN sera refaite, mais la synthese
et la purification ont été développées comme décrit dans la littérature et sans
complications.

Les structures des molécules hybrides 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine /
thiosemicarbazone 75a-x et 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[l1,2-a]pyrazine / thiazolidine-
2,4-dione 78a-r ont été completement élucidés par des analyses spectrométriques de
RMN *H et 13C unidimensionnelles et bidimensionnelles, infrarouge et masses, et ont
également permis de déterminer leurs caractéristiques physico-chimiques.

Les molécules synthétisées des deux séries ont été soumis aux analyses d’une
activité anti-trypanosome et anti-leishmania contre les parasites T. cruzi et 3 especes
du genre Leshimania (L. amazonensis, L. infantum et L. major), en plus des tests de
cytotoxicité.

Les molécules des deux séries ont montré une activité antiparasitaire. Pour la série
2-isoxazoline azabicyclique, les molécules 57c, 57d, 57f et 57| étaient actives contre
les formes promastigotes de L. amazonensis et L. infantum, et les molécules 57a, 57i
et 570 n'étaient actives que contre I'espéce L. infantum sous la forme évolutive

promastigote. Les molécules de cette série n'ont montré aucune activité contre la
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forme évolutive amastigote des especes L. amazonensis et L. infantum. En revanche,
contre la forme évolutive promastigote de l'espéce L. major, 70% des molécules
étaient actives. Contre le parasite T. cruzi, seules les molécules 57e et 57k avaient
une Clso inférieure au benzinidazole, par rapport aux formes trypomastigotes du
protozoaire. Les molécules de cette série ont montré des valeurs de Clso supérieures
a celles du benzinidazole opu inactives en raison de la forme amastigote du parasite.

Les molécules de la série 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine ne présentaient
pas d'activité anti-Leishmania pour les trois espéces testées, mais certaines molécules
avaient une activité intéressante contre la forme trypomastigote de T. cruzi. La plupart
des molécules actives de la série 75a-x ont un atome de fluor, indiquant une relation
possible entre la présence de cet halogéne et l'activité biologique en question. Les
molécules de la série 77 n'ont pas montré d'activité anti-trypanosome et parmi les
molécules de la série 78a-r, la molécule 78n a montré une meilleure activité sous la
forme trypomastigote et la molécule 78k sous la forme amastigote.

Les résultats de cytotoxicité des molécules de la série 2-isoxazoline azabicyclique
ont montré que les molécules ne présentaient aucune cytotoxicité par rapport a la CCso
des médicaments réferences benzinidazole, pentamidine et miltefosine testés contre
T. cruzi, L. major et L. amazonensis et L. infantum, respectivement. La série 5,6,7,8-

tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine a montré que les molécules 75e, 75q, 75s et 77a ne

présentaient aucune cytotoxicité par rapport au benzinidazole. En revanche, en
associant les valeurs de CCso a la miltéfosine, les molécules 77 ont montré une bonne

cytotoxicité relative, mais les molécules 75h, 75i, 75k, 75u étaient cytotoxiques, ainsi

gue les molécules 78k et 78p. Cependant, la grande majorité des molécules avaient
une faible cytotoxicité.

Certains résultats d'activité biologique, tels que le test contre la forme amastigote
de T. cruzi et la forme amastigote de L. major, sont en cours. Les résultats d'études
plus spécifiques telles que le biding et le docking de ces molécules sont également en
cours. Tous les résultats seront présents dans les articles en cours de rédaction,
résultats de ce travail.

Ainsi, 5 séries de nouvelles molécules contenant l'isoxazoline azabicyclique et les
noyaux 5,6,7,8-tétrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine ont été synthétisées, soit un total de

72 molécules prometteuses quant a leur activité antitrypanosome et antileishmania.
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